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CINQUANTENAIRE DES ANNALES 


Au seuil de l'année 1937, nous tenons & évoquer la mémoire 
d’Emile Duclaux qui fonda ce périodique en 1887 et le 
dirigea effectivement jusqu’a sa mort en 1904, 

Dans sa célébre « lettre sur larage », qui ouvre les Annales, 
Pasteur écrivait & Duclaux : « Le service que vous rendez 
sera apprécié des jeunes savants, de plus en plus nombreux, 
qu’attirent les éludes microbiologiques. Les travaux du labo- 
ratoire [nous dirions maintenant : des Instituts Pasteur du 
monde entier] auront, dans vos Annales, une place naturelle, 
et ceux que vous accueillerez venant d’ailleurs seront pour 
nous tous un molif d’émulation ». 

Grace aux mémoires que n’ont cessé de leur adresser les 
savants francais et étrangers, les Annales, dont cinquante- 
sept volumes sont parus, ont toujours répondu au but que 
poursuivaient et leur fondateur et leur illustre Parrain. Notre 
direction s‘efforcera de maintenir, dans le méme esprit, leur 
prospérité scientifique. Elle espére que la période qui com- 
mence enregistrera autant d’importantes découvertes que les 
cinquante années qui viennent de se terminer. 
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RECHERCHES SUR LES ANTIGENES DES VENINS 
ET LES ANTICORPS DES SERUMS ANTIVENIMEUX 


(QUATRIEME MEMOIRE) 


ACTION D'UN SERUM ANTIVENIMEUX BIVALENT 
(BITIS ARIETANS +- SEPEDON HAMACHATES) 
SUR LES DEUX VENINS 
HOMOLOGUES ET DIVERS VENINS HETEROLOGUES 


Par E. CESARI et Pavt BOQUET. 


Les recherches qui ont fait l’objet de nos publications anté- 
rieures (1) avaient porté sur des sérums antivenimeux fournis 
par des chevaux immunisés avec une seule sorte de venin ; 
elles nous ont conduits a considérer les venins comme formés 
par l’assemblage de multiples éléments antigéniques dont cer- 
tains peuvent se retrouver dans des venins de nature diffé- 
rente. 

Cette conceplion laissait présumer que les sérums préparés 
a l'aide d’un mélange contenant des venins provenant de 
diverses espéces de serpents, mélange dans lequel ont chance 
d’étre représentés en plus grand nombre les constituants 
autigéniques communs & plusieurs de ces poisons, devaient 
posséder un ensemble d’anticorps leur assurant des valences 
anlivenimeuses s’étendant 4 la plupart des venins. C’est bien 
ce que nous a montré l'étude des propriétés dun sérum anti- 
venimeux mixte, obtenu en associant, dans le traitement 
immunisant des chevaux, les venins de deux serpents afri- 
cains, l’un Bitis arietans (Vipére heurtante; Puff ader) apparte- 
nant 4 la famille des Vepéridés, Vautre, Sepedon hemachates 


(1) Ces Annales : 55, septembre 1935, p. 307; 56, février 1936 : 
mai 1936, p. 514. Bo 
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(Serpent cracheur, Ringhal), a la famille des Colubridés. 
Ce sont ces recherches qui forment le sujet du présent 
mémoire. 

Kn appliquant les techniques déja décrites, nous avons 
mesuré, zn vivo, le pouvoir antitoxique et, in vitro, les effets 
antidiastasiques exercés par le sérum antivenimeux mixte 
(Bitis + Sepedon), ala fois antivipérin et anticobraique, sur les 
venins de neuf espéces de serpents, choisies dans les divers 
groupements de l’ordre des Ophidiens et dont voici l’énuméra- 
tion : 


FAMILLE DES VIPERIDES. 


Sous-famille des Vipéridés : 


Bitis arietans (Afrique); Vipera aspis (Europe); Cerastes cornutus (Afrique); 
Vipera russeli (Daboia) [Asie]. 


Sous-familie des Crotalinés : 


Crotalus terrificus (Amérique); Bothrops atrox (Amérique). 


FAMILLE DES COLUBRIDES. 


Sepedon hemachates (Afrique): Naja tripudians (Asie); Naja flava (Cobra du 
Cap) [Afrique]. 


Nous conformant au plan suivi dans les mémoires précé- 
dents, nous exposerons en premier lieu les recherches ayant 
trait & la détermination de la toxicilé, des pouvoirs coagulant, 
anticoagulant et hémolytique de ces différents venins, et nous 
examinerons ensuite les propriétés antitoxique, anticoagulante, 
anti-anticoagulante, antihémolytique, des sérums anliveni- 
meux mixtes (Bitis-+ Sepedon) a l’égard de ces neut sortes de 


venins. 
1° LES ANTIGENES DES VENINS 


Nous avons indiqué ailleurs (voir les trois premiers mémoires) la prove- 
nance des échantillons étalons des venins de V. aspis, C. cornutus et N. tri- 
pudians employés dans nos travaux. 
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Les échantillons de venins de B. arietans, S. hemaehales et N. flava, dont 
il va élre question, ont été prélevés dans les approvisionnements du Labora- 
toire de sérothérapie anlivenimeuse de |'Instilut Pasteur, constitués par des 
envois effeclués au cours de l'année 1935 par M. Fitz-Simons, du Muséum de 
Port-Elizabeth, et comportant une vingtaine de grammes de venin sec de 
chaque sorte. 

Les venins de V. russeli, C. terrificus et B. atrox, utilisés pour cetle étude, 
ont été obligeamment mis A notre disposition par notre excellent collégue 
C. Guérin; ils proviennent de la collection de venins rassemblée par notre 
regretté Maitre, le Professeur Calmette. 


Mesure de la toxicité jn vivo. 


On ne s’occupera ici que de la toxicilé des venins de B. arie- 
tans, V. russeli, C. terrificus, B. atrox, S. hemachates et 
N. flava. (Nous renvoyons aux trois premiers mémoires pour 
ce qui regarde les venins de V. aspis, C. cornutus et N. tripu- 
dians). 

La toxicité de nos échantillons a été déterminée seulement 
chez le lapin, le venin étant introduit par la voie veineuse. (Les 
doses indiquées ci-aprés sont toujours rapporlées au_kilo- 
gramme d’animal). 


Venin DE Britis arietans. 


Il faut administrer des doses relativement considérables de 
ce venin pour avriver & tuer le lapin. Avec 4 milligrammes, la 
mort survient entre dix et vingt minules; avec 3 milligrammes, 
Vanimal meurt au bout d’une demi-heure environ; avec 2 mil- 
ligrammes, en un peu moins d’une heure; en pres de trois 
heures avec 1 milligramme. Au-dessous de cette dose, les sujets 
présentent des signes d’envenimation, mais ne succombent 
pas. 

Les lapins qui ont recu une dose rapidement mortelle (3 mil- 
ligrammes par kilogramme ou plus) demeurent un moment 
immobiles, dans une attitude inquiéte, avant de s’affaisser ; 
puis, la pupille se resserre, la respiration s'accompagnant sou- 
vent de ronchus, devient dyspnéique, des mictions sanglantes 
se produisent, les pattes postérieures exécutent des mouve- 
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ments de course désordonnés, des convulsions replient le corps 
en opisthotonos; enfin, la perte du réflexe cornéen et la 
mydriase précédent de peu la mort qui survient par arrét res- 
piratoire. 

A Vouverture du cadavre, le tissu cellulaire apparait piqueté 
de taches hémorragiques, les vaisseaux sont gorgés de sang. 
L’intestin violemment congestionné esl parsemé de sulfu- 
sions sanguines et, en certains points, strié de zébrures pur- 
puriques. Les ureteres remplis de sang ont |’upparence de 
veines lturgescentes; la vessie est elle-méme souvent pleine 
de sang. Le diaphragme est le siége de nombreuses pété- 
chies. 

Le ceur bat faiblement ou, s’il est arrété, est encore exci- 
table. Le myocarde est truffé de laches hémorragiques. Les 
poumons paraissent exsangues. Le sang est liquide; on ne 
trouve de caillot ni dans les cavités cardiaques, ni dans les 
vaisseaux abdominaux (1). 


Venin ve Vipera russeli (Dasoia). 


Les doses supérieures & 0 milligr. 5 provoquent toujours la 
mort des lapins en moins de dix minutes. Avec 0 milligr. 3, les 
animaux périssent en une demi-heure environ. La dose’ 
de 0 milligr. 025 ne tue pas. 

La symptomatologie de |’envenimation est ici réduite a sa 

plus simple expression. Le lapin s’effondre brusquement sans 
signe prodromique et meurt en quelques instants, sans convul- 
sion, sans agonie. 
’ A V’autopsie, on voit le cceur continuer ses battements 
malgré la présence de caillots dans les cavités droites. Les 
veines abdominales sont thrombosées. Le foie, la rate et 
principalement les organes génitaux sont le siége d'une vive 
congestion. 


(1) Le lecteur qui voudra prendre la peine de se reporter au travail publié 
jadis par l’un de nous, en collaboration avec J. Camus et Jouan (ces 
Annales, 29, avril 1916, p. 181), notera que le tableau anatomo-clinique que 
nous venons desquisser correspord d’une maniére frappante a la descrip- 
tion donnée a propos du venin de Crotalus adamanteus. 
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Venin ve Crotalus éerrificus. 


La dose de 0 milligr. 5 représente la limite au dela de 
laquelle notre échantillon de venin, administré par voie san- 
cuine, tue le lapin en quelques instants; en dega, il ne déter- 
mine que des accidents passagers dont les sujets éprouvés se 
remetlent aisément. 

Quelques secondes aprés l'injection d’une dose mortelle, 
l’animal effectue des sauts de carpe, tombe sur le flanc, |’ceil 
en myosis, émet un jet d’urine et meurt en l’espace de deux a 
trois minutes aprés quelques convulsions. 

On constate, 4 l’autopsie, que le cceur, gorgé de caillots, est 
arrété; les poumons sont pales; le foie est congestionné; la 
veine porte, la veine cave et les veines rénales sont remplies 
de sang coagulé. S’il n’y a pas eu de miction pendant les con- 
vulsions agoniques, la vessie est distendue par l’accumulation 
d’urine. 

Les lapins qui ont recu une dose inframortelle présentent de 
la polypnée, font des efforts de miction, demeurent un cerlain 
temps immobiles, somnolents, puis tout rentre dans l’ordre. 


VeENIN DE Bothrops atroz. 


L’échantillon dont nous nous sommes servis tue le lapin, 
dans la veine, & partir de la dose de 0 milligr. 01; au-dessous, 
il se montre inoffensif. 

Les doses égales ou supérieures 4 0 milligr. 05 aménent tou- 
jours la mort en moins de cing minutes. A peine a-t-on poussé 
Pinjection que l’animal replie la téle sur le cou, s’écroule sur 
le sol, les yeux exorbilés, en mydriase, et succombe aprés quel- 
ques mouvements convulsifs. 

Avec 0 milligr. 01, le lapin ne manifeste tout d’abord qu’un 
peu d’excitation, puis brusquement, au bout d’un quart d’heure, 
il culbute en piquant du nez et meurt en quelques instants. 

A Vautopsie, le cour bat encore faiblement quoique ses 
cavilés soient remplies de caillots; les poumons paraissent 
exsangues; le foie est fortement congestionné et l’intestin 
souvent hypérémié. Le sang contenu dans les veines cave et 
porte est coagulé. 
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VeENIN DE Sepedon hemachates. 


Les doses dépassant 1 milligramme font périr le lapin en 
moins d’une demi-heure; celles comprises entre 1 milligramme 
et 0 milligr 6 le tuent en une, deux ou trois heures. Entre 
0 milligr. 5 et 0 milligr. 3 la mort est inconstante. Au-dessous 
de 0 milligr. 3 la plupart des animaux survivent. 

Contrairement 4 ce que nous avons constalé avec tous les 
autres venins maniés au cours de nos recherches, on observe 
des différences individuelles assez notables dans la sensibilité 
des lapins aux effets du venin de Sepedon hemachates; ainsi, de 
trois lapins ayant recu la dose de 0 milligr. 5, l'un est mort en 
cinquante-quatre minutes, un autre en trois heures, le dernier 
asurvécu. Avec 0 milligr. 4, on a tué un lapin sur deux (mort 
en deux heures). 

L’administration d’une dose de venin capable d’amener la 
mort en moins d’une heure provoque immédiatement de la 
polypnée, le lapin demeure d’abord immobile, somnolent, puis 
apparaissent des signes de paralysie du (rain antérieur, la téte 
est tombante, le menton reposant sur le’sol; la respiration 
devient dyspnéique, enfin l’animal, alors complétement affaissé, 
présente de l’exorbitisme avec mydriase et succombe par arrét 
respiratoire, le corps secoué par des convulsions agoniques. 

A l’autopsie, le coeur bat faiblement, les poumons sont pales, 
le foie et la rate légerement congestionnés. Un trouve un peu 
de liquide clair épanché dans la cavité péritonéale. 


Venin DE Naja flava. 


Avec 4 milligramme, on tue le lapin en une demi-heure; avec 
0 milligr. 25, en deux & trois heures; avec 0 milligr. 15 en 
une dizaine d’heure. La dose de 0 milligr. 1 n’est pas morlelle. 

Apres une période d’incubation dont la durée est d’autant plus 
courte que la dose est plus forte, le lapin qui a regu le venin 
de Cobra du Cap dans la veine lombe dans un assoupissement 
profond. De temps a autre, il est tiré de sa somnolence par de 
courts réveils que traduit un brusque relévement de la téte. 
Finalement, l’animal étendu sur le cété, le corps mou, agité de 
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soubresauts convulsifs, la nyctitante recouvrant partiellement 
le globe oculaire en mydriase, perd insensiblement la vie par 
ralentissement respiratoire. 

L’ouverture du cadavre ne révéle aucune lésion caractéris- 
tique : le cceur bat faiblement, les poumons paraissent anémiés, 
le foie et l'intestin sont congestionnés; le sang est liquide et 
coagule avec retard. 


Nous rassemblons ci-dessous, les chiffres dounant la mesure 
de la toxicilé relative des différentes sortes de venins envisagés 
dans ce travail, d’aprés la dose minima mortelle pour le lapin 
éprouvé par la voie veineuse. 


UNITE NOMBRE D’'UNITES 
venimeuse venimeuses 
gramme lapin- contenues 
veine dans 1 milligr. 
en milligramme de venin 
Bitis-arietansiescicn oh esesa eos cues 0,001 4.000 
Vamencraspts anata! ge Tistes. eats eens 0,00035 2.850 
Cendslesecornutis ss mieten oe 0,0005 2.000 
Wa penG@enusseli ms cc) cuss iy ere ee oe 0,0003 3.330 
Gi HONE UGA TIS, os ob oO Beg Bo O06 0,00055 4.800 
OUT OS: CUCU eo 5 8 OMe & > Go myo oe 0,00001 400.000 
SepedoneiLmachates. ..-. 2s aaa see 0, 0005 2.000 
NOOO LIEU OS® G6 Bs oe 6 0,0002 5.100 
INOF OSLO. Wet tn stra ee eee ees 0,00015 6.660 


Mesure du pouvoir coagulant in witro. 


Comme le venin de N. tripudians, les venins de B. arietans, 
S. hemachates, N. flava, se sont montrés démunis de pouvoir 
coagulant, a l’égard du plasma de Cheval, dans les conditions 
expérimentales mises en jeu dans notre technique. La mesure 
du pouvoir coagulant des venins de V. aspis, C. cornutus, 
V. russeli, C. terrificus, B. atrox est donnée par les chiffres 
inscrits dans le tableau I. 


Mesure du pouvoir anticoagulant. - 


Comme le venin de Naja tripudians, les venins de B. arie- 
tans, S. hemachates, N. flava jouissent a l’égard du plasma de 
Cheval, de propriétés anticoagulantes qui, dans les conditions 
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TasLeau I. 


Cerastes Crotulus | Bothrops 
cornutus lerrificus atrox 


NUMEROS 


des tubes 


DOSES DE VENIN 
en milligrammes 
1/2 heure 


1 heure 


SeocoqoQoamanGecoceooes | 1/2 heure 


0,600.003 
0,000 04 
0,000 .025 
0,000.05 
0,000.4 
0,000.25 
0,000.5 
0,001 
0.0025 
0,005 


AMQe0coococe] | 1/2 heure 


Jelelelelelelelet—i—i— i — | 12 heure 
SrANACMAAsSseseooesoeocoeo | 1 heure 
—I@l@lelelelel:a—i— ik | 1 heure 
SQAMANMANAAALCAScsessoe | #2 heure 


Fe — i — PD SEG S| ew —— Nl — — I — | 1 heure 
Fata) 
SQANMNMNANDOAAAMAMNS ceoeo | 1 heure 


SOoQoQaAQaoososcssocioeces'sS 
—VOl@l el el @iqt(Pl@lole@l@l@le leeks — 


SQOVAIGauAe 


C, coagulation massive; c, coagulation partielle; 0, absence de coagulation. 


TABLEAu II. 


, DOSES %,. : 
NUMEROS AVS ssi Bilis Naja Sepedon 


en arielans |tripudians | hemachates 


des tubes milligramme3 


0,000 08 
0,000.4 
0,000.25 
0,000. 


———K— i — 1 1 @ Ol ele le) 


Qeesossessosngcocona 
QIK — HI) (Dil elenelele) 
Y= MII HOS eo! 


ee 


Témoin. 


C, coagulation totale; ¢, coagulation partielle; 0, absence de coagulation. 
’ 


14 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


de notre technique (voir troisitme mémoire, p. 547), se mani- 
festent selon les indications portées dans le tableau II. 


Mesure de l’action hémolytique. 


Nous rassemblons dans le tableau III les chiffres donnant 
la mesure du pouvoir hémolytique de nos différents échantillons 
de venins, jugé d’aprés les effets de la lysocithine engendrée a 
la température de 37°, au contact du sérum de Cheval et agis- 
sant 4 0° sur les globules rouges de Cheval. 


Tasieau III. 


RESULTATS APRES 30 MINUTES A 0° 


NUMERO 


des tubes 


Cerastes 
cornutus 
Crotalus 
atror 
Sepedon 
hemachates 


DOSES DE VENIN 
en milligrammes 
lerrificus 


Naja 
tripudians 
Naja flava 


arietans 
Vipera aspis 
Bothrops 


cocooocoeoc[a[s 


ecoscoos mm mamma | Vipera russeli 


eoocoeoS ror tire 
—— KK — jm acleatentaalaslactan) asiae 
cocoococoos tm amirmom 


engesjanjanjeojeoyanico) 


0,000.45 
0 


o 


Témoin. .. 


H, hémolyse totale; h, hémolyse partielle; 0, absence d’hémolyse. 


2° LES ANTICORPS DES SSRUMS ANTIVENIMEUX MIXTES 
(B. ARIETANS + S. HA2MACHATES) 


Les sérums antivenimeux ulilisés dans nos expériences de 
titrage provenaient de deux chevaux (u° 905 et n° 917), qui, 
depuis plus June année, subissaient tous les quinze jours, a 
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doses croissantes, des injections sous-cutanées d’un mélange 
de venins de Bitis arietans et de Sepedon hemachates. A la 
dale oi fut effectuée la saignée ayant fourniles sérums qui ont 
servi aux épreuves, ces chevaux avaient respectivement recu, 
en tout, le cheval n° 905 : 12 gr. 107 de venin de B. arietans 
et 8 gr. 069 de venin de S. hemachates; le cheval n° 917 : 
8 gr. 452 de venin de B. arietans et 7 gr. 422 de venin de 
S. hemachates. 


Détermination du pouvoir antitoxique. 


Pour évaluer la puissance antitoxique de ces deux sérums 
antivenimeux mixes vis-a-vis des deux venins homologues et 
des sept venins hétérologues, nous avons déterminé la plus 
faible quantité de sérum capable de neutraliser par mélange, 
au bout d’une demi-heure de contact a la température de 
létuve, au moins deux doses mortelles du venin considéré, en 
choisissant pour les raisons exposées dans le précédent 
mémoire, le lapin comme sujet d’épreuve et la voie veineuse 
pour l’administration. 


4° AcTION SUR LE VENIN DE Bitis arielans. 


Le sérum 905 neutralise 1 milligramme de venin de B. arie- 
tans, soit 1.000 unités venimeuses, 4 la dose de 0c. c. 4 dans 
un mélange contenant cing fois la dvuse minima mortelle de 
venin (5 milligrammes par kilogramme). Si la proportion de 
sérum dans le mélange tombe & 0 c. c. 3 par milligramme de 
venin, le lapin succombe en dix & quinze heures, sans pré- 
senter les Ilésions hémorragiques caractéristiques. 

Le sérum 917, dans les mémes conditions, n’arrive 4 neutra- 
liser 1 milligramme de venin qua la dose de 0 c. c. 9. 
Lorsqu’on emploie ce sérum au taux de 0c. c. 8 par milli- 
gramme de venin, le lapin meurt en quatre heures environ 
avec les lésions purpuriyues habiltuelles. 


2° AcTION SUR LE VENIN DE Sepedon hemachates. 


Le sérum 903 neutralise 1 milligramme de venin de 
S. hemachates, soit 2.000 unités antivenimeuses, dans un 
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mélange contenant quatre fois la dose minima mortelle de ce 
venin (2 milligrammes par kilogramme), a la dose de 2c. c. 8. 
Avec 2c. c. 6 par milligramme de venin, le lapin périt en une 
heure environ. 

Le sérum 917 neutralise, dans les mémes conditions, 1 mil- 
ligramme de venin & la dose de 2 cent. cubes. Si la proportion 
de sérum par milligramme de venin n’est quede 1c. c. 8, le 
mélange tue le lapin en deux heures environ. 


3° ACTION SUR LE VENIN DE Vipera aspis. 


Le sérum 905 neutralise 1 milligramme de venin de Vipére 
commune, soit 2.850 unités venimeuses, & la dose de 3 cent. 
cubes dans un mélange contenant quatre doses mortelles 
({ milligr. 40 par kilogramme). Si la proportion de sérum 
tombe a 2 cent. cubes par milligramme de venin, la mort du 
lapin éprouvé survient au bout d’une demi-heure; on ne 
trouve de caillot que dans la veine porte, mais l’intestin est 
couvert de pétéchies. 

Le sérum 917 se montre capable de neutraliser 4 milli- 
gramme de ce venin & la dose de 9 cent. cubes lorsque le 
mélange comporte l'emploi de deux doses mortelles (0 mil- 
ligr. 70 par kilogramme). Lorsqu’on descend a 8 cent. cubes 
de sérum par milligramme de venin, le Japin succombe en 
quelques minutes par coagulation massive du sang. 


4° ACTION SUR LE VENIN DE Cerastes cornutus. 


Le sérum 905 neutralise 1 milligramme de venin de la 
Céraste 4 corne (2.000 unités venimeuses) ala dose de 1c. c. 6 
dans un mélange représentant quatre fois la dose mortelle, soit 
2 milligrammes par kilogramme. Avec 1 c. c. & de sérum, le 
Japin meurt en quelques minutes avec les lésions coutumieres. 

Le sérum 917 n’assure la neutralisation de ce venin, dans 
un mélange contenant seulement deux doses mortelles (1 mil- 
ligramme par kilogramme), qu’a partir de7 cent. cubes par 
milligramme. Quand la proportion de sérum est de 6 cent 
cubes par milligramme, l’animal éprouvé ne survit quae 
heure et demie; on ne reléve alors aucune trace de coagulation 
sanguine a l’autopsie. 


ANTIGENES DES VENINS. ANTICORPS DES SERUMS ANTIVENIMEUX 47 


5° AcTION SUR LE VENIN DE Vipera russelt. 


Le sérum 905 peut neutraliser 1 milligramme de venin de 
Daboia (soit 3.330 unités venimeuses) & partir de 2 cenl. cubes 
lorsque le mélange contient un peu plus de trois doses mor- 
telles (soit 1 milligramme par kilogramme). Si la proportion 
de sérum n’est que de 1 c.c. 9 par milligramme de venin, la 
mort du lapin survient en moins de dix minutes. 

Le sérum 917 ne se montre antitoxique vis-a-vis de ce venin, 
qu’a la dose de 10 cent. cubes par milligramme, en utilisant 
un peu moins de deux doses morielles (0 milligr. 5 par kilo- 
gramme). Dans les mémes conditions, 9 cent. cubes sont sans 
effet. 


6° AcTION SUR LE VENIN DE Crotalus terrificus. 


Le sérum 905 arrive a neutraliser complétement 1 milli- 
gramme de venin (soit 1.800 unités venimeuses) a la dose de 
7 cent. cubes dans un mélange ne contenant que deux doses 
mortelles (1 milligr. 10 par kilogramme). Avec 5 ou 4 cent. 
cubes par milligramme, la mort du lapin se produit tardive- 
ment, eutre douze et trente-six heures, sans coagulation du 
sang. 

Le sérum 917, dans des condilions semblables, ne manifeste 
de pouvoir antitoxique qu’au-dessus de 8 cent cubes par milli- 
gramme, mais des doses de 7 cent. cubes, 5 cent. cubes, 4 cent. 
cubes suffisent pour empécher la mort brutale, par coagulation 
du sang, des lapins éprouvés. 


7° ActiON SUR LE VENIN DE Bothrops atrox. 


Les sérums 905 et 917 ne posstdent aucune propriété anti- 
toxique appréciable vis-a-vis du venin de Bothrops. Contre 
deux doses mortelles de ce venin (0 miliige. 02 par kilo- 
gramme), des volumes de sérum calculés sur la base de 200 a 
250 cent. cubes par milligramme de venin demeurent sans 
action, les lapins éprouvés succombent toujours en moias de 
dix minutes avec des thromboses généralisées. 

Annales de l'Institut Pasteur, t. 58, n° 1, 1937. D) 
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8° AcTION SUR LE VENIN DE Naja tripudians. 


Le sérum 905 protége le lapin contre les effets mortels de 
injection d'un mélange contenant trois doses mortelles de 
venin de cobra (0 milligr. 6 par kilogramme) lorsqu’il est 
employé au moins dans la proportion de 8 cent. cubes par mil- 
ligramme de venin. 


Le sérum 917 posséde la méme efficacité & la dose de 7 cent. 
cubes par milligramme de venin. 


9° AcTION SUR LE VEXIN DE Naja flava. 


Les sérums 905 et 917 se montrent actifs au méme degré 
vis-a-vis du venin du Cobra du Cap. L’un et l’autre neutra- 
lisent 1 milligramme de ce venin & la dose de 6 cent. cubes 
dans un mélange renfermant quatre doses mortelles (0 mil- 


ligr. 6 par kilogramme). 


TasiEau IV. 


SERUM ANTIVENIMEUX MIXTE 
B. arietans + S. hemachates 


Z 


INOS 17 
ACTION 


vis-a-vis du venin 


de Vespéce 


Dose 
neutralisant 
1 milligramme 
de venin 
en 
antivenimeuses 
Dose 
neutralisant 
1 milligramme 
de venin 
en 
| centimétres cubes 


antivenimeuses 


centimétres cubes 


Bitlis arietans 

Vipera aspis 

Cerastes cornutus ... 
Vipera russeli. 


— 
wor 
—K—) 
oo 


Vipéridés. 


Crotalus terrificus. . . 
Bothrops atrox . . 


Vipérinés. 


Crotalinés. 


Sepedon hemachates. . 
Naja tripudians. 
NOVOELAUG = waren aeee 


Colubridés. 
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Nous avons résumé l'ensemble de ces résultats dans le 
tableau précédent ow se trouvent indiqués, exprimés en unités 
antivenimeuses (gramme Lapin veine), les titres respectifs des 
deux sérums antivenimeux mixtes (B. arietans + S. hema- 
chates) vis-a-vis des différentes sortes de venins envers lesquels 
ils ont été expérimentés. 


Remarques générales. 


Au cours du traitement immunisant auxquels furent soumis 
les chevaux dont les sérums ont été utilisés pour effectuer les 
essais rapportés ci-dessus, les mélanges des deux venins injectés 
aux animaux ont toujours comporté pondéralement plus de 
venin de Betis arietans que de venin de Sepedon hemachates, 
la proportion de celui-ci par rapport & celui-la étant de 
0,66 p. 100 pour le cheval n° 905, de 0,86 p. 100 pour le cheval 
n° 917. Il n’est donc pas surprenant de constater que les sérums 
des chevaux 905 et 917 se montrent l’un et l’autre relativement 
pius actifs a l’égard du venin de B. arzefans qua Végard du 
venin de S. hemachates. On notera cependant que le sérum 905 
environ deux fois plus antitoxique que le sérum 917 vis-a-vis 
du venin de B. arietans, est moins actif que ce dernier vis-a-vis 
du venin de S. hemachates. 

_En plus de leur aclion antivenimeuse contre les deux venins 
homologues, les deux sérums 905 et 917 possédent des pro- 
priétés neulralisantes plus ou moins marquées envers la plu- 
part des venins hétérologues contre lesquels ils ont été 
essayés. I] est intéressant de relever, & ce propos, que le 
sérum 905, le plus actif des deux vis-a-vis du venin de 
B. arietans, est également doué d’un pouvoir antitoxique plus 
fort que celui du sérum 917 vis-a-vis des autres venins de Vipé- 
ridés. Par contre, le sérum 917, le plus actif des deux a l’égard 
du venin de S. hemachates est plus antitoxique ou aussi anti- 
toxique que le sérum 905, & l’égard des autres venins de 
Colubridés. 

Notons en passant que, pour les deux sérums, le titre anti- 
venimeux correspondant au venin de Naja flava hétérologue, 
est relativement plus élevé que celui qui correspond au venin 
de Colubridé homologue, Sepedon hemachates. 
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Quant aux effets sur les venins de Crotalinés, il est & souligner 
que nos deux sérums antivenimeux mixtes se sont montrés 
complétement inactifs envers le venin de Bothrops atrox et 
doués enyers le venin de Crotalus terrificus d'une faible activité 
marguée avant tout par l’entrave apportée a la manifestation 
de son pouvoir coagulant zn vivo. 


Détermination du pouvoir anticoagulant. 


Il a été dit plus haut que nos échantillons de venins de 
B. arietans et de S. hemachates étaient dépourvus de pouvoir 
coagulant; il ne paraissait donc pas indiqué, dans ces condi- 
tions, de rechercher si les sérums antivenimeux obtenus en 
partant de ces deux venins étaient capables d’empécher les effets 
des venins coagulants. Nous avons eu nonobstant la curiosilé 
de voir si cette déduction a priort se trouverait justifiée par 
l’expérience. On s’apercevra a la lecture du tableau ci-dessous 
que les deux sérums anlivenimeux mixtes se sont montrés 


TaBLEau V. 


LECTURE APRES 30 MINUTES 
de séjour a l’étuve 


NUMERO 3 Sérum n° 905 Sérum n° 917 


des tubes 


DE SERUM ANTI 


mises en contact 
avec V gouttes de venin 
au 1/10.000 
avant l'addiltion du plasma 
en centimétre cube 


DOSES 
Vipera 
aspis 
Vipera 
russeli 
lerrificus 
Bothrops 
alroxr 
Vipera 
aspis 
Bothrops 
atror 


Cerasles 
cornulus 
Crotalus 
Cerastes 
cornutus 
Vipera 
russeli 


eleloleleleieieiee | 


pile et | 


PIPISI PIPL 


hs ie 
Oe eee 
Matas, | <0, 0663 


MANE ANS S SSS | 
PPI eliwioler@releicr! 
PSPSPS aelel@iqys 
AQAA OQAQac > | 
PGi l@ieleiai aw 
AUMPIS Sle ile org igrer | 


0 
0 
C 
C 
C 
C 
C 
C 
C 
C 
C 


Ao CQimittssS SoS 


Témoin 1, X gouttes de sérum normal + V gouttes de venin au 1/10.000 = C; Témoin 2, 
X gouttes de sérum normal + V goutles d'eau physiologique = 0; C, coagulation mas- 
Sive; c, coagulation partielle; 0, absence de coagulation. 
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paradoxalement munis d’un pouvoir anticoagulant, peu intense 
ilest vrai mais suffisamment net, surtout pour ce qui concerne 
le sérum 905, s’exercant vis-a-vis des trois venins de Vipéridés 
(V. aspis, C. cornutus, V. russeli). A peine esquissée vis-A-vis 
du venin de Crotalus terrificus, cetle action anticoagulante ne 
s'est pas manifestée vis-a-vis du venin de Bothrops atrox. 

Nous ferons observer que si le pouvoir anticoagulant des 
deux sérums parait qualitativement marcher de pair avec le 
pouvoir antitoxique, la concordance ne se vérifie pas compléte- 
ment dans l’ordre quantlitatif. 


Détermination du pouvoir anti-anticoagulant. 


L’action antagoniste des sérums sur les propriétés anticoa- 
gulantes des venins a été recherchée par la méthode décrile 
dans le troisiisme mémoire (p. 528). Nous avons déterminé le 


TasLEau VI. 


sEruM 905 sERUM 917 


NUMEROS 


du plasma 
en centimétre cube 


des tubes 


avec le venin 
avant l’addition 


Naja 
tripudians 


Bilis 


mises en contact 

arietans 

arietans 

Sepedon 
hemachates 


Sepedon 


DOSES DE SERUM ANTI 
hemachates 


Naja 
tripudians 
Naja flava 


Naja flava 


ooococoeo 


SSS SSO S Ge 
eceooocoooocoong 


ecoecooocqnann 
scooooooocnn 
coocoooocoeoonn 
SM — OS) 


C 
Cc 
c 
c 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 


(eh (oma i 1K) 


Doses de venin utilisées : Bilis, V gouttes au 1/50; Sepedon, V gouttes au 1/10.000; 
Naja flava, Il gouttes au 1/1,000 + III goultes eau physiologigue; Cobra, V gouttes au 


4/50.060. : toy 
Tinos 4, X gouttes de sérum normal +14 dose anticoagulante des venins : Bilis =0; 


Sepedon =0; Naja flava =0; Cobra=0. : 
Témoin 2, X goutles de sérum normal + V gouttes d'eau phy 


minutes. ‘ : Se h 
Lecture aprés une heure : C, coagulation totale; c, coagulation partielle; 0, absence de 


coagulation. 


siologique = C aprés trente 
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pouvoir empéchant des sérums 905 et 917 vis-a-vis des venins 
suivants: B. arietans, S. hemachates, N. tripudians et N. flava. 
Les résultats des expériences sont rassemblés dans le tableau VI. 
On voit que les effets anticoagulants des venins sont plus ou 
moins entrayés par les sérums antivenimeux mixtes (B. ariecans 
4.8. hemachates), le venin de N. flava élant plus sensible a 
leur action que les deux venins homologues et le sérum 917 
se montrant inaclif & l’égard du venin de B. arietans. Ici 
encore, on ne reléve pas de parité étroite entre le pouvoir anli- 
anticoagulant des sérums et leur valeur antitoxique. 


Détermination du pouvoir anti-hémolytique. 


Les deux venins, B. arietans et S. hemachates, possédant 
tous les deux, ainsi qu'on l’a vu plus haut, la faculté d’engendrer 
une lysocithine hémolytique, les sérums antivenimeux mixtes 
quils ont servi 4 oblenir devaient jouir d’une fonction contra- 
rianle. C'est bien ce que montre le tableau VII, ci-dessous, gui 
donne Ja mesure du pouvoir antihémolytique des deux 
sérums 905 et 917 vis-a-vis des neuf sortes de venins utilisés 
dans nos expériences. 

Trés actifs & l’égard de la lysocithine des venins de Naja 
flava et de Sepedon hemachates, assez actifs vis-a-vis de celle 
des venins de Cerastes cornutus et Vipera aspis, les sérums 
antivenimeux mixtes (B. arvetans +S. hemachates) n'ont qu'une 
faible influence sur le pouvoir hémolytique des venins de Naja 
tripudians, de Bitis arietans, de Crotalus terrificus et de 
Bothrops atroz, le sérum 917 paraissant méme complélement 
inactif a l’égard des deux venins de Crotalinés. 

Plus encore que précédemment, s’avére ici l’absence de paral- 
lélisme entre la puissance antitoxique des sérums antivenimeux 
et leur pouvoir antihémolytique. 


Les expériences dont nous venons de rendre compte, confir- 
mant les conclusions émises & la suite de nos premiers travaux 
au sujet du manque de coordination entre les propriétés anti- 


MS ANTIVENIMEUX 23 


y 


= 
a 
nN 
vp) 
ie) 
jl 
Ww 
Qu 
cc 
=) 
= 
i= 
Zz. 
<t 
nn 
7. 
_ 


S DES VE 


5 


ANTIGENE 


UINIOS G 9 19 0 of :0= onbrSoporsXyd neo sono A+ L16 LINAPS ¢ “9 *9 0 0% 


<900'00T/TF Ne SO}INOS A 
snjpj04) 4O0S/T ne Se}4yno 


‘saypyonumay uopadas ‘0000S 
3 A ‘supjatm syrg £000°00T/T ne Soqynos A *s 


-esdjomy,p eouosqe ‘0 ‘eqjejsed oscourey 


(9 =onbrSojorshyd neo soqyynos a + G06 WNIPS 
000'0E/1 ne seynos , ‘suprpnd 


Jy me soynoS , ‘yassnu vuada, £000'0T/E ne soqqnos 


9 =onbrsojoisAqd ne 


A ‘sidsy nladiA + SO9SII 


‘y Sepeyoy eskjowmoy ‘HW 


/ne seyjnos A ‘snoyiwwa 
44 IN yt 


9 soyjnos A + yTew10u 


G79 °9 0 of : (@) WoMEL 
24 vlay ‘Q00'G/T ne Soyqn0s 
A ‘wou sdovyjog ‘000011 
NYNULOD $ajsviay SOO0*O0T/1 28 $o}}u0S 


A ‘pany olor 


jn UIUEA 9p Sesod 


‘yeuon ung = *0 


600° 0 
L00°0 
10°0 
£0'0 
L0°0 

v0 
GS 0 

g‘0 


(1) urow9.L 


eqns elo} Ted Us 
seSnoi sornqo,s sop 
UOTPIPER| JueAe 
oL§ @ 


sojnutm og yuepued 


(0 |) 1S TEE Yael Sh] BL eh i tel |p ast 
Bl || 2 rat vee |) aah BO |) TR TRE yp teh a 0 Be BE | WBE A Teh deh deh A) sl 
H 0 o EE TEL gy Bh Tae tae de 0 0 fet) Jeb | TE deh al a 
H 0) Ul ee i) TE) TBE tet TBC) deh |) Tes 0 0 fel) Jel | Geb Tab ee 0 
H 0 0 yey kh ity Jab | ei Bey ete) 0 ee relies ee Le ee 0 0 
Hy 0 BOY sh yeh ae WU 0 EN nO) 0 BO} VBL late Oi Ww 
Ey a0) 0 jet |) ier tet |) det) ow 0 H 0 0 AP lat || eh ) 0 0 
CeO MON Ni Mee Ea nla Ota eOr te Ole Ooi a acO ie Oral OY. E Oust 0 
Meo lecocmte S000 MERION Ee acti OS VCO Or aity CON Ohta 0) POs Te Oop 1B Se Ola 0 
5 > 
Se Ee elie Gia Peatosa Comeau EO ee EG (ne ed 
Sa) ees fee eee ls SU Seu s MS SS Se eee 
SM ee a se ieee clay hee ld |More See Sa Na eel Ge eee ee ce 
aes ike ch eee star ee ae | NI an Se Tet ayl Ge Whim Baleares 
Solec [eo | 2 |e beers [2s eS De ec hee [eso eels 
Sn) ie ie oem rd aa S Slee eyes SV ie > = 
S =: 8 I = = 8 9 

LI6 WNIPS G06 wn19S 


UIUGA 9[ DOA 


40e]U09 US SOSIUL 


of V SHLONIN (€ SHYdvy FUALOAT 


‘TIA avatav I, 


ue wnags ep 
sasod 


seqn} sep 


SOUTWON 


24 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


toxiques et antidiastasiques des sérums antivenimeux, con- 
damnent définitivement les méthodes de titrage de ces sérums 
basées sur la determination de leur action sur la coagulation 
du plasma ou l’hémolyse des globules rouges par les venins. 

Elles montrent que les constituants antigéniques de la plu- 
part des venins sont liés par des parentés sérologiques rappro- 
chant physiologiquement des espéces de serpents trés éloignées 
les unes des autres par leur classification zoologique et leur 
habitat géographique. (Dans cet ordre d’idées, il ressort de nos 
recherches que les Crotalinés paraissent former, par les carac- 
teres antigéniques particuliers de leurs sécrétions venimeuses, 
un groupement aussi distant des Vipéridés que des Colubridés.) 

Elles incitent & poursuivre l’analyse sérologique des diffé- 
rents venins dans le but de réaliser par le choix et l'association 
rationnelle de ceux qui offrent les facultés antipoiétiques les 
mieux adaptées, des complexes antigéniques susceptibles 
d’engendrer des ensembles d’anticorps rendant les sérums 
antivenimeux valables pour le traitement des morsures de tous 
Jes serpents dangereux apparlenant 4 la faune erpétologique de 
territoires déterminés, voire d'un continent. 

Elles font enfin ressortir d’une facon saisissante les diffé- 
rences individuelles qu’offrent les chevaux dans leur aptitude a 
fournir des anticorps répondant aux antigénes venimeux qui 
leur sont administrés. 

Les résultats des expériences portant sur les sérums antive- 
nimeux monovalents, antivipérins ou anticobraiques, qui ont 
fait objet des trois premiers mémoires, avaient déja révélé des 
écarts considérables dans le pouvoir antitoxique des divers 
sérums soumis aux titrages, écarls qui ne correspondaient 
rigoureusement ni a la quantité de venin utilisée dans les 
injections ayant précédé la prise de sang, ni 4 la somme globale 
de venin employée depuis le début du traitement. De ce cdté, 
rien de surprenant, les mémes constatations étant de notion 
courante aussi bien dans la préparation des sérums antimicro- 
biens que dans la préparation des sérums antitoxiques. Mais ce 
quil y a de particuliérement frappant dans les expériences 
effectuées avec les sérums antivenimeux mixtes (B. ardetans 
+5. hemachates), c’est que des deux sérums examinés, l'un 
s'est montré relativement plus aclif envers les venins de Vipé- 
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ridés qu’envers les venins de Colubridés, tandis que l’autre se 
révélait relativement plus actif & l’égard des venins de Colu- 
bridés qu’a l’égard des venins de Vipéridés, sans que les degrés 
de leur activité vis-a-vis des différents venins, dans chaque 
catégorie, fussent pareillement ordonnés. 

Ces observations sont & rapprocher de celles que l'un de 
nous, eut l'occasion de faire jadis, avec son maitre Maurice 
Nicolle, au cours d’une élude sur les propriétés des sérums de 
Lapins et de Cobayes traités par des globules rouges, des cel- 
lules organiques ou des sérums de diverses espéces animales(l), 
et qui avaient fait dire & Maurice Nicolle que : L’hzstoire des 
anticorps artificiels appartient a Uhistotre des phénoménes de 
résonnance, envisagés dans leur aspect le plus général. 


(1) M. Nicotte et E. Césant, Etudes sur la toxicité et Vhémotoxicité des 
sérums normaux et des anlisérums. Journ. de Phys. et de Path. gén., t. 16, 
n° 4, juillet 1914 et n° 5, septembre 19135. 


SUR UNE NOUVELLE REACTION COLOREE 
DU CUIVRE ET DE L’UROBILINE 


Par GasrizeL BERTRAND et Louis pe SAINT-RAT. 


La chimie analyltique posséde un grand nombre de réactifs 
permettant de reconnailre la présence d’un sel de cuivre dissous 
dans l’eau, méme & une grande dilution. C’est ainsi que le 
ferrocyanure de potassium, qui engendre un précipité rouge 
brun dans les solutions de concentrations moyennes, donne 
encore une coloration rougeatre avec 1 centimétre cube d’une- 
solution de cuivre au 1/200.000 (& 5 milligrammes par litre), 
donc avec 1/200 de milligramme de métal. Le réactif de Bach 
a la formaldoxime (1) est encore plus sensible, car il permet 
d’atteindre la dilution du millioniéme. Ces réaclifs exigent la 
séparalion préalable du cuivre et de la plupart des autres 
mélaux avec lesquels ils fournissent aussi des réaclions colorées. 

Nous avons découvert et éludié un réactif supérieur aux 
précédents a la fois par sa spécificité, sa sensibililé et la facilité 
de son emploi : c’est l’urobiline en solution au milliéme dans 
alcool & 60°. Lorsqu’on ajoute quelques gouttes du nouveau 
réaclif& une solution méme trés diluée de sel cuivrique, il se 
développe presque immédiatement une coloration allant du 
rose au pourpre, selon la teneur en cuivre. La coloration est 
rose autour de la teneur du millioniéme et déja purpurine 
a la teneur du cent-milliéme. 

Cette réaction, particuliérement sensible en milieu ncutre, 
diminue progressivement d’intensité quand la concentration 
en ions hydrogéne augmente. Lorsque le liquide dans lequel 
on veut rechercher une trace de cuivre est acide, comme cela 
se rencontre souvent dans la pratique des analyses, il convient 
de le neutraliser & peu prés et d’y ajouter, si l’acidité restante 
est due aun acide minéral, un peu d’acétate de sodium. 


(1) Bacn, C. R. Ac. Sc., 128, 1899, p. 363; et Denic#s, C. R. Ac. Sc., 494, 1932, 
p. 895. 
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La présence de l’alcool diminue l’influence des ions hydro- 
géne et rend la réaction plus sensible. D’aprés nos essais, une 
proportion de 50 4 60 p. 100 d’alcool dans le mélange permet 
d’atteindre le maximum de sensibililé. 

Nous avons essayé l’action de l’'urobiline (4) dans la pro- 
portion de X a XX gouttes pour 10 cent. cubes de solu- 
tion renfermant 0 milligr. 4 de métal, avec les sulfates ou 
chlorures d’aluminium, de baryum, de calcium, de cadmium, 
de cobalt, d’étain (stanneux), de fer (ferreux), de glucinium, 
de lithium, de magnésium, de manganése, de nickel, d’or, de 
platine, de strontium et de zinc ; avec le nitrate d’argent, l’arsé- 
nite et l’arséniate de sodium, l’émétique, |’alun de chrome et 
le chromate de potassium, l’alun ferrico-ammoniacal, le 
molybdate et le tungstate de sodium, enfin le vanadate d’ammo- 
niac. Nous n’avons observé de coloration qu’avec le sel de 
cuivre. Dans la solution de sel de zinc, il est apparu, comme 
cela a été signalé depuis longtemps (2), une fluorescence verte, 
sans coloration du liquide. La réaction donnée par l’urobiline 
est donc trés caractérislique de la présence du cuivre. 

Lorsqu’on ajoute du ferrocyanure de potassium & une solu- 
tion de sel de cuivre, il se produit, comme nous I’avons rap- 
pelé, un ferrocyanure rouge; avec une solution de sel de zinc, 
il se fait du ferrocyanure blanc de zinc. Mais lorsqu’on verse 
le méme réactif dans une solution contenant a la fois du cuivre 
et du zinc, Jes deux métaux étant dans Ja proportion, par 
exemple, d’une partie du premier pour 4 4 5 p. 100 du second, 
le produit de la réaction n’est ni rouge, ni blanc, il est, 
comme l’ont reconnu Maquenne et Demoussy (3), de couleur 
bleue, et l’on peut se croire en présence d’une solution fer- 
rique. 

Nous avons cherché si une interférence de cette sorte se 
produisait avec l’urobiline, dans le cas, du moins, des métaux 
qui accompagnent le plus habituellement le cuivre. Nous avons 


(1) La substance dont nous nous sommes servis a été extraite, avec un 
rendement d’environ 1 gramme par kilogramme, de la matiére fécale humaine. 
D’abord étudiée sous le nom de stercobiline, elle a, depuis, été reconnue 
identique A l'urobiline par C. J. Watson. J. Physiol. Chem., 233, 1935S Denooe 

(2) M. Jarre. Wirchovs Archiv f. pathol. Anatom., 47, 1869, p. 405. 

(3) Maquenne et Demoussy. C. R. Ac. Sc., 168, 1919, p. 489, et Bull. Soc. chim., 
4° s., 25, 1919, p. 272. La réaction se produit en milieu acide. 
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fait agir le réactif organique sur des solutions contenant, dans 
1 cent. cube d’acétate de sodium décinormal, 1/100 de milli- 
gramme de cuivre et 1/10 de milligramme des mélaux sui- 
vants : aluminium, baryum, calcium, cadmium, cobalt, fer 
ferreux, fer ferrique, magnésium, manganése, nickel, stron- 
tium et zinc. Il n’y a eu de changement de coloration que 
dans le cas du fer présent & l'état ferreux. Bien que, chose 
curieuse, le sel ferreux seul ne se colore pas par l’urobiline, 
il intensifie, en la faisant virer au violet pourpre, la coloration 
du cuivre. Quant au zinc, il perd plus ou moins sa fluores- 
cence, mais il n’allére pas la réaction colorée. 

La nouvelle réaction n’est pas seulement trés spécifique, 
elle est en méme temps trés sensible. Une série de mélanges 
a été préparée dans de petits tubes 4 essais, de 10 millimétres 
de diamétre, contenant chacun 0 c. c. 9 d’une solution d’acélate 
de sodium décinormale dans |’alcool 4 60° (13 grammes de sel 
cristallisé par litre) et 0 c. c. 1 d’une solution titrée de sulfate 
de cuivre; on a ajouté goutte & goulte & ces mélanges de la 
solution d’urobiline au milliéme dans l’alcool & 60° jusqu’a ce 
que la coloration rose n’augmente plus et qu’il y ait méme, 
dans certains d’entre eux, un léger exces de ce réactif. La série 
de tubes comprenait ainsi : 


QUANTITES 
NUMEROS a ee 
des tubes de cuivre de réactif 
en milligramme en gouttes 
ibis Sri gts atime? yee Mina cone aN I Ry ice 0,01 IV 
REA Mer RON Sg MMT et SEAS cia hy Sem PLN od 0,001 II 
Sit. car, aylfchens, Sevaay tay tee sien] Gok oe er 00005 II 
fe doe, <eh Pet ow CNP ae OF org ee Mon oe hoe wee 0,0004 Il 
Le te Pape ON i eee ef RRs Hin RGB 0,0003 I 
ari otiner omtee VANE cues Sr wk halt ONES oy ORO002 I 
Lee ren ear CoM LOM Gy OS ens Gass 0,000t I 
SAMOS WEIN: io geo db oon 0 pS 0,0000 I 


Voici ce que l’on a observé lorsqu’on a ajouté l'urobiline : 
la coloration rose est apparue d’autant plus lentement que la 
dilution en cuivre était plus grande, immédiate ou presque 
immédiate dans les tubes 4 et 2, en un laps croissant de 
quelques secondes & quelques dizaines de secondes dans les 
tubes ot la dose de métal diminuait de 0 miilligr. 0005 a 
0 milligr. 0001. Dans les tubes 3 et 4, la coloration rose s’est 
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développée nelte el pure dés la premiére goutte de réactif, 
elle a augmenté avec la seconde, mais en passant alors au rose 
orangé & cause d'un excés d’urobiline. Dans le tube 5, la réac- 
lion ayant été encore un peu moins rapide que dans les pré- 
cédents, le liquide est res!é jaune quelques sccondes puis une 
teinte rose tres nette a remplacé peu a peu et complétement 
celle de l'urobiline. Dans le tube 6, la réaction n’a pas con- 
sommé la totalilé de l'urobiline et le liquide est devenu rose 
orangé. Enfin, dans le lube 7, la coloration s’est encore déve- 
loppée d’une fagon assez manifeste pour étre percue directe- 
ment, malgré l’excés de réactif ; par comparaison avec le tube 
\émoin, la différence était frappante. Un nouveau tube de 
méme composition que le tube 7, avec 0 milligr. 0001 de cuivre, 
mais auquel on n’a ajouté que la valeur d’une demi-goutte 
d‘urobiline, a fourni une réaction rose presque pure et facile- 
ment reconnaissable au premier examen. 

Les colorations dues a l’action de l'urobiline sur les sels de 
cuivre peuvent étre conservées quelques jours et il est pos- 
sible, en tenant compte des observations que nous avons rap- 
porlées, de les utiliser pour le dosage colorimétrique de trés 
petites quantités de métal. 

Si l'on considére, enfin, Ja réaction par rapport 4 l'urobiline, 
on constate que lintensité de la coloration obtenue n’est pas 
plus: grande que celle de Ja substance organique. Le virage du 
jaune au pourpre peut done servir, dans cerlains cas, comme 
réaction d’identification. 

En résumé, l’urobiline permet de déceler ef méme de doser 
colorimétriquement de trés petites quantités de cuivre dis- 
soutes dans l’cau, méme en présence de métaux élrangers. 
La réaction est des plus sensibles, car elle se produit encore 
lorsqu’il n’y a que 1/10 000 de mill:gramme du métal dans 
1 cent. cube de solution. Inversement, les sels de cuivre 
peuvent servir comme réactif de l’urobiline. 


CHIMIOTHERAPIE 
DES INFECTIONS STREPTOCOCCIQUES 
PAR LES DERIVES 
DU ?-AMINOPHENYLSULFAMIDE 


par M. et Mme J. TREFOUEL, F. NITTI et D. BOVET. 


(Laboratoire de chimie thérapeutique de M. KE. Fourneau; 
Laboratoire des vaccins de M. A. Savimbent, 
Institut Pasteur. ) 


[ 


— Domagk [3] a décrit un dérivé azoique, le sulfamido-1 phé- 
nylazo-4-i' diamino-2'-4' benzéne (prontosil) ayant la propriété 
de protéger la souris blanche contre linoculation d’une dose 
de streptocoques hémolytiques rapidement mortelle pour les 
témoins, substance dénuée de toxicité pour cet animal, possé- 
dant une action spécifique vis-a-vis du streptocoque et n’agis- 
sant qu’zn vivo. Ses résultats ont été confirmés par Levaditi et 
Vaisman [7], par nous-mémes [9] et par Colebrook et 
Kenny [2]. L’activilé antiseptique de substances colorantes 
possédant une fonction sulfamide avait été antérieurement 
signalée par Jacobs et Heidelberger [6] qui ont décrit la sulfa- 
midobenzéne hydrocupréine. 

Nous avons récemment montré [411] que la présence d’une 
fonction azoique n’était pas nécessaire et que le p-aminophé- 
nylsulfamide (1162 F) exerce lui-méme une action constante 
dans les septicémies streptococciques expérimentales du lapin 
et de la souris; cette action se manifeste, soit par un retard de 
la mort des animaux traités par rapport aux témoins, soit par 
une survie totale. Nos résultats ont été confirmés en France 
par Goissedet, Despois, Gailliot et Mayer [5], et en Angleterre 
par Colebrook et Kenny [2], ainsi que par Buttle, Gray et Ste- 
phenson [1]. 
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L’activité thérapeutique d’une molécule aussi simple nous 
a amenés a étudier toute une série de substances voisines [4]. 


II 


Comme test d’activité antistreptococcique, nous avons utilisé 
l’action protectrice qu’exercent ces substances sur la septi- 
cémie expérimentale de la souris blanche. Nous avons utilisé 
dans ces essais une souche de streptocoques hémolytiques 
humains trés virulente ayant été isolée dans une septicémie 
puerpérale mortelle [souche Dig. 7] (1); cette souche (2) tue la 
souris & une dilution variant entre 1/200.000, et 1/2.000.000 de 
centimétre cube par voie intrapéritonéale, d’une culture en 
bouillon ascite au tiers agée de dix-huit a vingt heures. Tous 
nos essais ont été praliqués avec une dose dix fois mortelle de 
ce streptocoque. Seules ont été retenues les expériences ot les 
souris témoins mouraient en vingt-quatre a quarante-huit heures 
d’une septicémie streptococcique vérifiée par l’examen microsco- 
pique du liguide péritonéal et souvent par la culture du sang. 
L’administration par voie buccale ou par voie sous-cutanée, 
répétée deux jours de suile, de doses de 0 gr. 0025 de substance 
par 20 grammes, assure, lorsque le médicament est actif, un 
retard dans la mort des animaux (émoins. 

Les notations suivantes ont été utilisées dans les tableaux 
qui suivent : 


++, action sur tous les animaux se manifestant, soit par un retard de la 
mort, soit par une survie définitive. 
+, action sur tous les animaux se manifestant par un retard de la mort; 
survie définitive exceptionnelle. 
+, retard inconstant. 
0, aucune action. 


(1) Nous remercions cordialement le De Digonnet qui a bien voulu nous 
donner cette souche. ma r Ran 

(2) Nous avons antérieurement insisté sur le fait qu'il est indispensable 
dutiliser, pour les essais, des souches de streptocoques hémolytiques tres 
virulents, les streptocoques de faible virulence n’étant presque pas sen- 
sibles aux produits que nous avons étudiés [9]. Levaditi et Vaisman ont 


confirmé ce fait [8]. 


32 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


Ilf. — Rarports ENTRE LA CONSTITUTION CHIMIQUE 
ET L’ACTIVITE THERAPEUTIQUE DES DERIVES ETUDIES. 


Partant du p-aminophénylsulfamide (1162 F), on envisagera 
successivement les modifications apportées & son activité : 

4° Par la position relative de la fonction sulfamide et de la 
fonclion aminée; 

2° et 3° Par le remplacement de la fonction sulfamide par 
une autre fonction, et par des substitutions effectuées sur la 
fonction sulfamide ; 

4° et 5° Par le remplacement de la fonction amine par une 
autre fonction et par le blocage de l’amine ; 

6° Par Vadjonction d’une troisiéme fonction sur le noyau 
benzénique. 


1° INFLUENCE DE LA POSITION RELAIIVE DE LA FONCTION SULFAMIDE 
ET DE LA FONCTION AMiNEE. — La comparaison entre les trois 
isoméres ortho-, méta- et para-phénylsulfamide (1162 F) a 
montré que le déplacement de l’amine dans le 1162 F fait dispa- 
raitre l'activité thérapeutique presque tolalement. 


Nos ACTION 
SO°NH? ra 
S 
Type : p-aminophénylsulfamide | | ei cige  hagcncte cere 4162 ++ 
WZ 
NH? 
Isonrere o-aAMING us ae eh at owls Cees ee en emo nee 4188 ck 
[Someére, m-amiIne «te cous, Wied ace mse een 4173 a= 


Voici, a titre d’exemple, le protocole d'une expérience : 


Dig. 7: 1/200.000. Expérience du 19 déccmbre 1935. Traitement par 0 gr. 0025 
par 20 grammes, voie buccale, solution dans HCI dilué (1) : 


JOURS 

A ers 

23 ao Oey 9 

ARSON oh Boe ole to oO Gog, c 4. = a ay 
eee nr omor rn: Rete Cn OO + 
Ss, | cone, ES og eens conse cee + 
oe ee ol ari OG et ia oh + 
o-NH?.C®°H4SO?NH? (1188 F). . + 
— see ot 
_— reocte Gar 

— san AL eS 


poem 
— 
<S, 


Le signe + = mort; le signe V = survie. 
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m-NH*..CSE‘SQ*NH? (4473 Fy... + 
= pre eat 
= = 
as ales 
p-NH*. C°H'SO*NH? (1162 F) Wiis Vie 
_ NENG SVN Lote 
os Nae ENO EON Via eV; 
— Nase Neri by Ve NG VE ONS ON 


2° Fonction suteamipE SO?NH? rempLacte PAR DIVERSES FONC- 
TIONS : 


ACTION 
Par une fonction NH®: p-phénylénediamine. ......... 0 
— CN p-aminobenzonitriles 4. -:- 6s) 1. cae 0 
= SO He acidexsulfanilique 5) seco tien ea 0 
_— INSOSH See otOxvilt snes sees ry estes hails 0 
= CONH!?: p-aminobenzamide...... 4170 0 


Le remplacement de la fonction sulfamide par une autre 
fonction conduit & des dérivés inactifs. 


a SuBstTITUTIONS SUR LA FONCTION SULFAMIDE : 
N¢S ACTION 


a) p-aminophényl-méthyl-sulfamide NH*®.C°H4SO*NHCH® 4249 ++ 


p-aminophényl-éthyl-sulfamide............ 4222 ++ 
p-aminophényl-butyl-sulfamide. ........... 122.6 
p aminophényl-isobutyl-sulfamide .......... PRY ae 
p-aminophényl-allyl-sulfamide ............ 4224 + 
p-aminophényl-diméthyl-sulfamide. ......... 4230 ++ 
p-aminophényl-diéthyl-sulfamide ........... 1169 ++ 
p-aminophényl-dipropyl-sulfamide .......... We BE 
b) p-acétylaminophényl-méthyl-sulfamide. ....... 42170 + 
p-acétylaminophényl-éthyl-sulfamide. ........ 4223) + 
p-acétylaminophényl-butyl-sulfamide. ........ Weil= = 
p-acétylaminophényl-isobutyl sulfamide....... 122 0iaE= 
p-acétylaminophényl-allyl-sulfamide......... 422500 
p-acétylaminophényl-diméthyl-sulfamide. ...... 4231 + 
p-acétylaminophényl-diéthyl-sulfamide. ....... 41468 + 
p-acétylaminophényl-dipropyl-sulfamide ....... 125) et 
c) p-aminophényl-sulfanilide........-+.+.5.8. 1240) Se 
p-aminophényl-sulfobenzylamide..........-. 4244 se 
p-aminophényl-sulfo-p-éthoxyanilide ......... {249 + 
p-acétylaminophényl-sulfanilide ....-...-... NPP Site 
p-acétylaminophényl-sulfobenzylamide........ Lesh ae 
p-acétylaminophényl]-sulfo p-éthoxyanilide...... 124h8) == 


fo) 


d) p-acétylaminophényl-sulfaminopropyldiéthylamine . a al 
Annales de l'Institut Pasteur, t. 58, n° 1, 1937. 3 
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L’alcoylation de la fonction suifamide ne supprime pas 
l'activité de ces substances, mais la diminue, au moins pour 
les termes supérieurs, proportionnellemeat au poids du 
radical alcoylé substitué. 

Les dérivés 4 fonction amine libre sont beaucoup plus actifs 
que les dérivés acétylés correspondants. Bultle et ses collabo- 
rateurs ont récemment retrouvé la faible activité du produit 
1217 F; d’autre part, ces auteurs ont décrit les p-aminophény|- 
sulfanilide NH?*C*H‘SO?NHC'H: et le dérivé acétylé correspon- 
dant; le premier de ces produits scrait, d’aprés eux, trés 
actif. 

Voici le protocole d'une expérience portant sur les dérivés 
1219 F ef 4207 ¥. 

Dig 7: 1/200.000. Expériences du 2 mai 1936. Trailement par 0 gr. 0025 par 


20 grammes, voie buccale : 
De SRE I 


EMO} Si erat toronto Cg Mae eee 4- : 
eye boo eed chlo) oo Go ee G =e 
Boe BOE et Fh Cs ewrcrnr eo ies ae 
Airy: be Fhe ee Oe, Scot eh ae 
a crab hnog te tg eek arene A ee + 
PANT Coes OAN Han 16200 eae ome cee V+ 
a Le aa VV + 
i ee Te. Rae Pere Nols Vi so VP nance eae at 
== Vay ice Vi we Vir ON pa Vise NV 
a sr Bee VAN as ath Nines Vea ae BN 
p-NEPCSH*SO?NTICIT? (1219 FP) +. 
= ee ae ee ee EN Ns 
== tS Ue VE Vie VV VEE AV enV 
= NIT View Vad VN VV) 
= NEV ENICT VE SIN aaV Gt EVEN eo V 
p- CLE CONH CTS ONT GHS (ae ae Vineet 
= oe N A ae 
— . V V + 
= VV + 
= VosVieoe 


4° [REMPLACEMENT DE LA FONCTION AMINE PAR UNE AUTRE FONGC- 
TION 
ACTION 


p-Oxyphenylselfaintd ee ar ace eee nea ee ASS eet 
panethylphénylsulfamides 2iae yoecuee ete ee eee 0 
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Le dérivé phénolique et le dérivé méthylé correspondant au 
1162 F ont 616 expérimentés; seul le premier est encore lége- 
rement actif. 


Dig. 7 : 1/20.000. Expérience du 11 décembre 1935. Traitement par 0 gr. 0025 
par 20 grammes, voie buccale, solution dans NaOH dilué : 


Boh ia Deeg LS 


PRekMOMNSe. wae weal: oir & + 
See Ie twst bolster c, Se ot se ary ae 1s ae 
SS ade if aha) ae xe RS ae 
Ss eens 0) CC ar ere ap 
PAN HEC SHES ONT 111 62h ams | Ven 
aa see NL NG Ve Vie V2 
— 5 Maa ee NE NEN A aN 
== ATEN NR Vie VN NN 
p-OHC®H'SO?NH? (1183 F) + 
— Pe cue We Ae 
ba Wo au 
— V + 
PaCS eS OFNELS spt es ste es + 
ae! eed Skt seo se 
css soit oh gh oc =F 
aot eae ee eta) eee ak 
5° Dérivis DE SUBSTITUTION SUR L’AMINE. — Les dérivés sui- 
vants ont été essayés avec plus ou moins de succés : 
ACTION 
a) p-formylamino-phénylsulfamide............. 4201 + 
p-acétylamino-phénylsulfamide. ............ 4472 + 
p-carbétoxyamino-phénylsulfamide........... 4202 + 
phénylsulfamide-p-aminoacélique ........... 4186 + 
phénylsulfamide-p-aminoacétamide .......... A485) St 
m-acélylamino-phénylsulfamide ....... So ee oe ce Se 
o-acétylamino-phénylsulfamide (dérivé fermé) . ... . 1189 0 


Voici le protocole d’une expérience portant sur les produils 
aclifs de ce groupe : 


Dig. 7: 1/200.000. Expériences des 41 et 15 décembre 1935. Traitement par 
0 gr. 0025 par 20 grammes, voie buccale, solution dans NaOH dilué : 


De oie Oo, 6faeci! | S= 49 


MCTHOLIS Mai ane ts meer cle ior ols) a 
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p-NH?C8H*SO*NH? (1162 F)..-.-- - VSGeee 
LL ee mS cet TE V. SVeGnY Vicia 
ee Ni eee MECN VEL Vigne Vee Vi Vee Varn 
he Se I eee PV ENE VSI SUR ie VE 
p-CH*CONHC*H‘SO!NH? (1172 F). .. Vo Vo + 
_ be Vo Vt 
os VV + 
_ MV OCVEEVES NS Vn ViPS: 
p-C°H*CO*NHCSH‘SO'N AP (1202 F). . VV 
a j VoV+ 
- Vo OV Neve 
— Vie Vee ae 
p-COOHCH?2NHC°H*SO?NH? (1186 F) 2 + 
= ar 
= Vere 
— Vo VV st 
p-NH?*COCH?NHC®H‘SO?NH? (4185 F). Vo + 
_— ieee 
_ VV + 
_ VV V+ 
p-COHNHCSH4S OAN E25 20As Ey cman ce) aun ieets 
— 3 VV + 
= Vee Vee 
= VV V+ 
ACTION 
6) p-acétylaminosulfamido-p-phénylsulfamide. ...-..... HESS S SS 
Ucée symétrique du p-aminophénylsulfamide ...... . AO? 


sont également encore actifs. 


Dig. 7: 1/200.000. Expériences des 9 décembre 1935 et 15 janvier 1936. Trai- 
tement par 0 gr. 0025 par 20 grammes, voie buccale, solution dans NaOH 
dilué : 

years mee Ska AERTS DN Moye eS) 


Té6mMoins: gogis se ek ee ee + 


p-NH°C*H*SO*NH? (4162 F).. 2... Vv 
Sh Oe SSR OD See ee Vv vy) wey 
Vv VER evry 
Vv Vena. View 


daqd< 
aaa 


<<< 


OO To cel so ten fe, Bis) to Mere 


p-CH*CONHCSH*‘SO2NHCSH4SO*NEH? (1182 F) . 


Vv 
= << ¥, 
= PA Nf 

Vv 


Se) al ap 
has 
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COMMENCES ONG 19s Oates + 
Sa i a Be ee V+ 
=e A, ee we ee te eee V+ 
ee OM PEM re Ol harass. rans V+ 
ce) Fonctions azviques avec groupes divers sur le second noyau benzénigue : 
ACTION 
Type oxy-4' phénylazo-1'4 phénylsulfamide 
SO?NH? 
Yorn. 
See Me Po emcee Rieter eee Le LG tates 4401 4 
\ — 
ie n¢__ You 
PEOUCOS UP eer ah pricy weet h oa he Ce Bn eo FS LN IB hho SRS EN sa 
Oxy-4' méthyl-3’-phénylazo-1'4 phénylsulfamide .... . 4402 + 
Oxy-4' méthyl-2'-phénylazo-t'4 phénylsulfamide ..... 4403 + 
Dioxy-2'-4'-phénylazo-1'4 phénylsulfamide......... 1408 ++ 
Btssonvdérive dicthylsulfamide.. <4. 2-2 -. +. 4156 + 
Oxy-4' méthoxy-3’-phénylazo-1'4 phénylsulfamide .... 4407) + 
Oxy-4' méthoxy-2'-phénylazo-i'4 phénylsulfamide. . ... 113600 + 
Oxy-4/-diéthylatninoprepylamino-3’ phénylazo-1'4 phénylsulfa- 
TES. a hh ae Silke SIO ee SEIN te Siar re ea Ad ato = 
Oxy-4'-diméthyl2'-5’ phénylazo-1'4-phénylsulfamide ... 1105 = 
Oxy-2’ diméthy]-3'-5’ phénylazo-1'4-phénylsulfamide ... 1104 + 
Oxy-4' propyl-3’ méthyl-t’-phénylazo-1'4-phénylsulfamide. 1106 + 
Trioxy-2'4'6’ phénylazo-1'4-phénylsulfamide. . ...... ANITA + 
Dioxy-4’6' éthoxy-2’ phénylazo-1'4 phénylsulfamide. . . . 4190 + 
Oxy-4' diéthoxy-2'-6' phénylazo-1'4 phénylsulfamide. . . . 4494 + 
Dioxy-4'6' éthyl-3' phénylazo-1'4 phénylsulfamide. . . . 11390 + 
Dioxy-4’6' propyl]-3’ phénylazo-1'4 phénylsulfamide. . . . 1140 + 
Dioxy-4'6' hexyl-3’ phénylazo-1'4 phénylsulfamide. . .. . 1095 + 
Et sonidériverdictinylsulfamidés seems tersn seer) 44870 =e 


De nombreux dérivés a fonction azoique ont été essayés. 
Nous ne rapporterons en détail ici que les résultats ayant trait 
& Ja p-sulfonamide chrysoidine (Prontosil) et au dioxy-2'-4! 
phénylazo 1'4 phénylsulfamide (1108 F). 


Dig. 7: 1/200.000. Expériences du 6 novembre 1935. Traitement par 0 gr. 0025 
+ 20 grammes, voie buccale, solution dans HC] dilué (1162 F et prontosil), et 


dans NaOH dilué (1108 F) : 


nS) ares tO OMe ao: 
TATIVESH Sr RR LA TOO aque Oh omomcan peter cies + 
OM MOA ca one el aes teereim.e <8: eT kelicet 3, a + 
EE lads Meet oai.c nicl) chic heieuels ot ceticelnieiwet ts + 
Eo Pee a et Ee eee nt no Be a 
p-NH*C*H*SO'NH® (1162 F) 20 ee ee ee Vo. VY VN + 
Si it See en pene em eee Vo VOM. V + 
eg og Tia a eee) eds Vee Vik Naor Vien Wa SVE Ve 
Viet Vel UNO WS Vis Veo NEON, 
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) (NH*}*CSHENn = NCtH'SO%NH? (prontosil). 2. se Vieme Vs 
oo gc VV RN 

_ rites NS MG AG 

_ seen) PVE Viren Va 

CORD) PGSM IN INCEHSS ON WilOSs rs me tems VV + 
Sg i ee ee WE NE ONG 

=) eae before VN sae Vi 

=a i Oe een ee Veo ViR WN: 


Dig. 7: 4/200.000. Expériences du 24 avril 1935. Traitement 


par 20 grammes, voie buccale : 


2) sree 
‘DE NMOMNS Var ol ck We oe ees eee) eee tana Pes ae + 
Ne" coh idl aah isa” Aeyaie ac cic eta eee le Cam sttcar eee + 
sare ie Se ee = 
Se Oe eG need Io aD ee OS Ee etae ts p, dc + 
Se ae nt ey taal ot ictiak siesta elt 
Re hed ee ee eT nT OR cn sib 

D=NHSGPH ES OZNEI 7 (46 2ieh)) men cece eee ner es V+ 

sie Mt, <n Mo Cre erate eed es Vo Wo ON: 

TT pea Ree cei hd Oh Selon ee, OF Vee Ve 

Se emery Te ree WAP Ve Vi 

ay eG Re Reo ene ee VERVE 

aa LY ee eee VV ae Vi 

et te ea ee ae ee VETESV enV 

Set Ay ee ee ee ea te ee ViPENO RY: 

wai ae) hy a ee VAVe ry 

sans Loy tL” Cegetilte es rar coe oe oe aan VESV eV 

(NED) 2 CSHEN IN CHES O*NIH2iprontosil eames eee = 

— VV + 

— Ve Vana 

= Views Via 

— Vee Vane Vi 

= VE PANG 

— V V V 

os Vie VeVi 

= Ve aN 

= VP ee ae Vi 


sf 2 


5 


“s<44e e443 
adas<<<+ 
BS see oct 


+2y caleke) Sale GS SE 


V 
V 


ey 5S 


a 


“Aa<<< 


Vea: 
Niger 


<< 


Saag 
VU PVE 
Via 
VV 
V 22V, 
Vie, 
Wise: 
Mee \\ 
V ON: 
NEY: 
Vee: 
\aepene 
VIG: 


6° ADJONCTION D'UNE TROISIEME FONCTION SUR LE NOYAU BENZE- 


NIQUE ° 


a) Nitro-3 amino-4 phénylsulfamide 
Diamino-3-+ phénylsulfamide. ........,....., 
Chloro-2 acétylamino-4 phénylsulfamide 
Méthyl-3 acétylamino-4 phénylsulfamide 
Méthyl-3 amino-4 phénylsulfamide 


. 


ACTION 


coofec'cs 
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Dig. 7 : 1/200.000. Ex; ériences du 6 février 1936. Traitement par 0 gr. 0025 
par 20 grammes, voie buccale : 
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L’adjonction d’une troisiéme fonction, surtout en position 
méta par rapport a la fonction sulfamide, dans la molécule du 
1162 F, est nettement défavorable au point de vue thérapeu- 
tique. Comme exemple parliculiérement probant de ce fait, 
on peut ciler lVinaclivilé du diamino-3-4 phénylsulfamide 
(1208 F) ct du méthyl 3 amino-4 phénylsulfamide (1221 F). 


ACTION 
b) Méthyl-4 acétylamino-3 phénylsulfamide......... 15 Ga) 
Amino-3) oxy-4 phéenylsulfamide =~ 2 5 J. ee 1163 0 
Formylamino-3 oxy-4 phénylsulfamide. ......... 4184 0 
Acétylamino-3 oxy-4 phénylsulfamide .......... 4174 0 
Amino-3 méthyl-4 phénylsulfamide ........... 4105 0 


sont également dépourvus d’activilé. 


7° FoNcTION SULFAMIDE REMPLACEE PAR PIVERSES FONCTIONS DANS 
LES DRIVES AZOIQUES ActIFs DU § 5° c. — Certains des dérivés 
azoiques du p-aminosulfamide ayant manifesté une action inté- 
ressante sur le streptocoque de la souris, nous avons préparé 
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et essayé les dérivés correspondants dans lesquels la fonction 
sulfamide était remplacée : 


a) Par Uacide sulfonique : 


Types : acide oxy-4'-phénylazo-1'4 phénylsulfonique 


SO*H 
YW 
Pat oe ie 
Wan Sou | 
Acides : Oxy-4’ méthyl-5'-phénylazo-1'4 phénylsulfonique . . 4140 
Oxy-i’ méthyl-2/-phénylazo-1'4 phénylsulfonique .. 1414 
Dioxy-2'4’ phénylazo-1'4 phénylsulfonique. .... . 4116 


Oxy-4' méthoxy-2'-phénylazo-1'4 phénylsulfonique . 4447 
Oxy-4' méthoxy-3'-phénylazo-1'4 phénylsulfonique . 41415 
Oxy-2! diméthyl-3'-5'-phénylazo-1'4 phénylsulfonique. 4412 
Oxy-4' diméthy1-3'-6’/-phénylazo-1'4 phénylsulfonique. 41413 
Oxy-4 méthyl-6' isopropyl-3/-phénylazo-1'4 phényl- 

SUI CNN REY ot 5 co oto oe do fh 6 ow 6 FO A114 
Dioxy-2'4’ hexyl-5'-phénylazo-1'4 phénylsulfonique . 1092 


b) Par Vacide arsinique : 


Acides : oxy-4'-phénylazo-1'4 phénylarsinique........ 4120 
Oxy-4'-méthyl-5'-phénylazo-1'4 phénylarsinique. . . 4421 
Oxy-4'-méthy1-2'-phénylazo-1/4 phénylarsinique. . . 1122 


Oxy-6! diméthyl-3’s'-phénylazo-1'¢ phénylarsinique . 41123 
Oxy 4' diméthyl-2’5'-phénylazo-1'4 phénylarsinique. 1124 
Oxy-*' méthyl-2’ isopropyl-5'-phénylazo-1'4 phényl- 


ALSINIQMO srs Beis Olas SL eae ears tae. Eee 4125 
Oxy-4' méthoxy-3'-phénylazo-t'4 phénylarsinique. . 1126 
Dioxy-2'4/-phénylazo-1'4 phénylarsinique...... 1427 


Oxy-4' méthoxy-2'-phénylazo-1'4 phénylarsinique. . 41123 


c) Par des substituants divers, le reste de la molécule étant l’'azoique 
de lhexylrésorcine : 


Dioxy-2'-4' hexyl-5’ phénylazo-l'4-benzonitrile. . . . 4455 
Dioxy-2’-4’ hexyl-5' phénylazo 1/4-benzamide . .. . 44143 
Dioxy-2/-4' hexyl-5’ phénylazo-1/4-phénylacétonitrile. 4144 
Acides : Dioxy-2/-4’ hexyl-8/ phénylazo-44-phénélol . . . . . 1100 


Dioxy-2’-4' hexyl-5’ phénylazo 4'4-phénylarsinique. . 4088 

Dioxy-2'-4' hexyl-5' phénylazo 4'4-diarsinique-1-2. . . 4437 

Dioxy-2'-4’ hexyl-5’ phénylazo-1'1-naphtaléne trisul- 
FONIQUC+420-8. ont aes en Gl vane ae Rees Re 1138 


Tous ces corps sont dépourvus d’aclivilé. 


8° DRIVES INACTIFS APPARTENANT A DIVERSES SERIES CHINIQUES. 


— Les dérivés suivants se sont montrés dépourvus de toute 
action : 
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a) Acides arsenicaux benzéniques : 


Urée de l’acide p-aminophénylarsinique .......... 
Acide amino-5 phényldiarsinique-1-2............ 
Acide oxy-3! phényldiarsinique-1'4 azo-6'4 phényldiarsi- 

nique-t-2 


Lr ces iGO CO Ks AS OS OIRO Oe | Se hug eg. fp 


ETE he ae ORS See aes ene See ae ee 


b) Périvés quinoléiniques : 

Sublamide G aipOweimes eats Peis ote doth tbs 
Diéthylamino amylamino-8 quinoléine. .....-.... 
Diéthylaminopropylamino-8 méthoxy-6 amino-5 quinoléine . 
Diéthylaminopropylamino-8 nitro-5 quinoléine...... . 
Diéthylaminoundecylamino-8 méthoxy-6 quinoléine. .. . . 
a-diéthylamino g-diméthyl y-phényl y-propylamino-8 mé- 

ESOT CPW ET ie: (Sh Ee eS ee eee ee 


c) Dérivés du naphtaléne : 


Amino-5 naphtaléne sulfamide-8.............-. 
SO EEN C (A CELN LAI DO Seca oo Nh pare een ole (oe 
«-diéthylamino g-oxypropyl naphtalénet ......... 
Acide acétylamino-6 naphtaléne arsinique2........ 


d) Dérivés des phénoxazines : 


Chlorure de diamino-5-7 sulfamido-3 phénoxazonium. . . 
Dinitro-5-7 diéthylamino-propyl N-phénoxazine. ...... 
Chlorure de lacide sulfo-5 amino-7 phénoxazoniumarsi- 
Ty CEES Ee ee A ee en earns eee ae ee a ae ee 
Acide sulfo-7 nitro-5 phénoxazinearsinique-3. ....... 
Arséno de l acide sulfo-7 amino-5 phénoxazine arsinique-3 . 
Diamino-2-5 phénoxazine sulfonate de potassium-7.... . 


e) Urotropine et ses dérivés : 


Lodottliviate;d urotropinet 2 Ao ZO TO eee 28 a 
Iodopropanolate d’urotropine. . . 
Lodocthanolate dUrowopine nous iS Gos oe. 2 = sw ce ate 
TodOuscwiyiate,d UlOtrOpiIne. co 68s. se 6 ee 1 we 
Chlorobenzylate d’urotropine .......----.4+.5 


f) Divers : 


Diméthylaminoéthoxy-1 benzyloxy-2 benzéne,....... 
Diéthylaminométhylbenzmorpholine .......--.+.- 
Ditébylamino-propylaminohydrindéne.........-.- 
N (diéthylamino-propy!) m-mélthoxy benzhydrylamine. . . . 
Diméthylamino-1 diméthyl-2 éthyl-3 cinnamoylpropanol-3 . 
Bis (diéthylamino 3 propyl) méthylamlne.......... 
Acide iodo-4 phénoxyacélique. ....- +--+ ee ee ees 
Acide diméthyl-2-4-phénoxyacélique ......- Put eat" 
205-Bayer-309-Fourneau. ...- +--+ +++ eee ee ees 
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Liintérét présenté par les résultats obtenus dans linfection 
streptococcique de Ja souris, nous a incités & faire quelques 
essais sur le lapin. Nos expériences ont porlé, en premier 
lieu, sur les produits suivants : 1162 F, 1168 F, 1169 F, 
4172 F, 1195 F, 1108 F et sur le prontosil. L’expérimentation 
effectuée sur ces différentes substances nous ont permis de 
retrouver les résultats obtenus chez la souris. C’est ainsi que 
le p-aminobenzonitrile (1170 F) et le p-aminoacétonitrile, et 
méme le m-aminophénylsulfamide (1173 I) inactifs chez la 
souris, n'ont montré également aucune aclion proteclrice sur 
le lapin. Le dérivé acétylé, 1172 F, le p-aminophényldiéthyla- 
minosulfamide et son dérivé acétylé (1168 F et 1169 F) ainsi 
que différents azoiques (1108 F et 1195 F ct prontosil) prote- 
gent le lapin ou lui assurent une survie de quelques jours par 
rapport aux lémoins. 

Les expériences sur le lapin ne se prétent pas mieux a des 
essuis comparalifs que celles effectuées sur la souris, et nous 
avons poursuivi nos erpériences en utilisant exclusivement le 
plus simple de ces dérivés, le 1162 F, qui nous a paru en méme 
temps le plus actif. Nous avons employé, non seulement par 
voie buccale sous forme d’amine libre, ou en solution, soit 
sodique, soit chlorhydrique, mais encore par voie intra- 
veineuse. 

Par cette voie, les doses aclives pour le lapin sont environ 
quatre fois moindres que les doses agissant per os. La toxicité 
n'a pu étre déterminée, lacidité de la solution ne permeltant 
pas d'inoculer des doses trés élevées de ce produit. En effet, le 
p-amino-phénylsulfamide n'est pratiquement pas toxique pour 
les animaux et malgré l’administration de doses considérables 
(5 grammes par kilogramme au lapin par voie buccale, par 
exemple), nous n’avons jamais pu déceler de troubles attri- 
buables a une intolérance a cetle substance. 


ACTION PROTECTRICE DU )-AMINO-PHENYLSULFAMIDE CHEZ LE LAPIN, 
— Nous avons utilisé pour le lapin un streptocoque hémo- 
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lytique d’origine animale extrémement virulent (souche Pion). 
Ce germe nous a élé donné par M. Cotoni que nous tenons 
& remercier vivement. 

1/10.000 de centimétre cube d'une culture de ce germe en 
bouillon sérum au 1/4 agée de vingt heures tue réguliérement 
le lapin. Nous avons employé dans tous nos essais une dose 
vingt fois plus forte. 

Liaction du p-amino-phénylsulfamide est préventive et 
curalive. 

L’administration par voie buccale de 1 gramme par kilo- 
gramme danimal du p-amino-phényl-sulfamide, vingt-quatre 
heures avant Vinoculation streptococcique, n’assure générale- 
ment qu'un retard de quelques jours sur les témoins, mais, 
dans la plupart des cas, cette survie ne dépasse pas une 
semaine. Il est 4 noter qu'il s’agit d’une infection streptococ- 
cique extrémement sévére et que les témoins meurent cons- 
tamment dans les vingt-quatre heures qui suivent l’inocu- 
lation. 

L’administration aux mémes doses de p-amino-phénylsulfa- 
mide par voie buccale huit heures avant l’inoculation assure 
soit un retard de plusieurs jours, soit méme une survie 
définilive. 

Voici le peotecole d'une de nos expériences : 

Dans celte expérience, les 2 lapins traités huit heures avant 
Vinoculation ont survécu. Ce fait n’est dailleurs pas constant 
et généralement on n’oblient une survie définitive que chez la 
moitié des lapins traités. 

L’administration par voie buccale d’une dose de 1 gramme 
par kilogramme de p-amino-phényl-sulfamide de deux heures 
a huit heures aprés l'inoculalion streptococciyue et répétée 
deux jours de suite, assure chez les lapins trailés un retard 
constant de leur mort sur celle des témoins ou des survies 
définitives dont le nombre varie entre un tiers el la moitié des 
lapins en expérience (1). 

Il est intéressant de suivre l’évolution de lhémoculture 


(1) Le fait que le Prontosil, comme le 1162 F, agit sur les infections déja 
déclarées, ne plaide pas en faveur de Ihypothése émise par Levadili et 
Vaisman [8] sur la différence de sensibilité aux agents chimiques des 
souches de streptocoques « vitalisées » et « non vilalisées ». 
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chez les lapins traités. Dans la plupart des cas, | hémoculture 
se montre négative durant les deux ou trois jours qui suivent 
l'inoculation. Avee les traitements préventifs pratiqués vingt- 
quatre heures avant l’inoculation on assiste parfois & l’appari- 
tion de streptocoques dans le sang le lendemain du traitemen|!, 
ces germes disparaissant dans les jours suivants. 

L’hémocullure reste ainsi négative pendant un temps variable 
entre trois et six jours, puis, dans la moitié des cas, des strepto- 
eoques apparaissent dans le sang et l’animal succombe le 
lendemain ou le surlendemain & la suite d’une septicémie 
streptococcique avec lésions typiques et lyse totale du sang. 

Si, dés que Phémoculture redevient positive, on traite & 
nouveau les animaux, il n’est pas exceptionnel de constater 
que le sang est stérilisé dés le lendemain. Néanmoins, presque 
constamment, l’animal succombe dans les deux ou trois jours 
qui suivent. A l’autopsie, on ne trouve pas de lésions apparentes, 
la rate est petite, le sang non lysé et enfin la culture du sang 
ne permet pas de déceler la présence de slreptocoques. La 
mort peut étre due soit & des phénoménes toxiques produits par 
la lyse brutale des germes, soit 4 des lésions que la septicémie 
avait provoquées et auxquelles |’animal n’a pu survivre. 

En résumé, l’'administration préventive ou curative du 
p-amino-phényl-sulfamide exerce une action des plus nettes 
dans les seplicémies streptococciques expérimentales du lapin. 

Cette action se manifeste soit par un retard constant de la 
mort des animaux traités par rapport aux témoins, soit par 
une survie définitive du tiers ou de la moitié des animaux en 
expérience. 


R&acTION DES ANIMAUX GUERIS PAR LA CHIMIOTHERAPIE DEVANT UNE 
NOUVELLE INFECTION STREPTOCOCCIQUE. — Nous avons cherché si 
les animaux guéris par l’administration du p-amino-phényl- 
sulfamide présentaient des réactions différentes de celles 
d’un animal neuf vis-a-vis d’une nouvelle infection streptococ- 
cique expérimentale. 

Nous avons ulilisé des souris et des lapins. 

Ces essais ont été pratiqués 4 maintes reprises sur des 
souris qui avaient résislé trente jours auparavant 4 une inocu- 
lation de streptocoques rapidement mortelle pour les témoins. 
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A de trés rares exceptions prés, cette nouvelle inoculation 
entraine la mort des animaux et il est exceptionnel d’observer 
soit un retard sur les {émoins, soit une survie lotale. 

Les essais sur le lapin se montrent encore plus typiques. 

2 lapins qui avaient élé protégés par l’administration buc- 
cale du p-amino-phényl-sulfamide respectivement seize et 
vingt-cing jours auparavant se sont comportés comme des 
animaux nenfs vis-a-vis d'une nouvelle infection streptococ- 
cique. Il est & noter que ces animaux étaient en parfaite 
santé ct que leur poids avait augmenté depuis la premiére 
ex périence. 

D’autre part, le sérum des animaux guéris ne s'est jamais 
montré au cours de nos expériences doué de pouvoir aggluli- 
nant pour le slreptocoque utilisé lors de inoculation. 

Les animaux traités et guéris par la chimiothérapie pré- 
sentent-ils, lors d'une nouvelle inoculation, des phénoménes 
de chimio-résistance? ; 

Nous nous sommes adressés & la souris et de l'ensemble de 
nos expériences on peut conclure que les sujets traités se 
comporlent comme des animaux neufs. Kn effet, si lon admi- 
nistre par voie buccale du p-amino-phényl-sulfamide a des 
souris ayant survécu a une infection antérieure et qu’on leur 
inocule par voie intrapéritonéale dix doses mortelles de strep- 
tocoques, ces animaux présentent vis-a-vis des témoins des 
survies prolongées ou définitives. 

En conclusion, les animaux traités par le p-amino-phényl- 
sulfamide ayant résislé 4 une infection slreptococcique ex péri- 
mentale n’acquiérent pas d’immunité contre ce germe et 
succombent en méme temps que les témoins lors d'un inocu- 
lation ultérieure. 

D'autre part, ces animaux ne présentent pas de chimio- 
résistance vis-a-vis du p-amino-phényl-sulfamide et peuvent 
élre protégés par cetle substance comme des animaux neuls 
contre une nouvelle inoculation streplococcique. 


CONCLUSIONS. 


1° Nous rapporlons les résultats d’essais thérapeutiques 
ellectués zn vivo sur Vinfection streptococcique de la souris. 
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Le p amino-phényl-sulfamide (1162 F) constitue le noyau aclif 
de tous les corps que nous avons étudiés. En effet, parmi les 
116 substances ulilisées, 28 d’entre elles, qui toutes dérivent 
du 1162 F, ont présenté une action plus ou moins importante 
sur l'infection expérimentale. 

2° Nous avons envisagé successivement les modifications 
apportées & l’activité du p-amino-phényl-sulfamide par des 
transformations de sa constitution chimique. Seul l’isomére 
p-amino-phényl-sulfamide s’est montré actif; les dérivés ortho 
et méta sont dépourvus d'elficacité thérapeutique. Le rempla- 
cement de la fonction sulfamide par d’aulres fonctions chi- 
miques a constamment conduit 4 des produits inactifs. Le 
remplacement d'une fonction amine par un autre radical ou 
le blocage de l’amine, n’améliore pas et diminue méme dans la 
plupart des cas ou fait disparaitre les propriétés antistrepto- 
cocciques. L’adjonction d'une troisiéme fonction sur le noyau 
benzénique, surtout en posilion méta par rapport & la fonction 
sulfamide, est nettement défavorable. 

3° L’action préventive ou curative du p-amino-phényl-sul- 
famide et de ses dérivés assure un retard de la mort ou la 
survie sur des lapins infectés par une souche virulente de 
streptocoques hémolytiques. Les animaux qui onl ainsi sur- 
vécu ne présentent aucune immunité lors d'une nouvelle 
inoculation, se comportant & tous points de vue comme des 
animaux neufs. ° 
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RECHERCHES EXPERIMENTALES SUR LES BOUGIES 
FILTRANTES 


par Irato PERAGALLO, assistant. 


(Institut d' Hygiene expérimentale de Lf Université de Pavie. 
Directeur : Prof. E. Bertarecty.) 


Les filtres destinés & l’aseptisation de produits liquides de 
différente nature (depuis leau jusqu’aux toxines, aux anli- 
virus, aux bactériophages, etc.) regoivent une application tou- 
jours plus vaste. Si dans les applications pratiques, ayant pour 
but la purification des eaux, ces fillres ont cédé le pas & des 
méthodes chimiques ou heene chimiques plusrapides et moins 
cotiteuses, ils ont, d’autre part, vu leur application s’étendre 
dans la technique des laboratoires biologiques et dans celle 
des préparations pharmacologiques. 

La production de filtres bactériologiques s'est étendue dans 
bien des pays; rien qu'en ce qui concerne I'Italie, on connait 
plusieurs marques de fabrication de matériel destiné a des 
filtrations microbiennes. I] semble cependant plutét singulier 
que, malgré ]'ample diffusion de ce moyen d’aseptisation, les 
recherches exactes sur la structure, la valeur et la significa- 
lion de ces filtres manquent presque totalement. Tandis qu’on 
a fait de nombreuses recherches sur ce qu’on nomme les ultra- 
filtres, notamment en ce qui concerne l’élude des caractéris- 
tiques des colloides, on ne trouve rien sur ce systéme spécial 
de stérilisation. Dans la plus récente littérature sur la filtra- 
tion, on trouve bien plusieurs ouvrages qui ont comme point 
de départ l'étude des filtres, mais aucun d’entre eux ne s’oc- 
cupe en détail de la connaissance des filtres bactériologiques. 

Méme les maisons qui produisent les filtres ne donnent jamais 
d’indications précises sur la structure réelle de leurs produits 
commerciaux. Les classifications des différents filtres sont 
établies avec des critériums qui ont peu affaire avec les carac- 
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téristiques techniques des filtres mémes; par exemple, les bou- 
gies Chamberlan, qui méritent & juste litre leur vaste renom- 
mée, portent des indications de lettres et de numéros progres- 
sifs, qui donnent bien une idée d’une différente compacité du 
matériel filtrant, mais qui ne permetient aucune déduction 
sur la diversité structurale des filtres. Kn général, les maisons 
se bornent 4 déclarer, moyennant le controle bactériologique, 
si un filtre donné retient les germes, présents dans les 
liquides qu ils filtrent,'& des pressions définies, a, 4, c. Cela 
représente une méthode qui, quoique pratique, est encore 
proche de l’empirisme. I] est vrai que l’on sait que les pores 
ou les pores-canaux des supports filtrants ont des diamétres 
supérieurs & ceux des bactéries ordinaires et l’on répéete par 
conséquent dans les traités que l’arrét des germes par les 
filtres a lieu en vertu du pouvoir adsorbant du support. 
Mais ce qui fait défaut, ce sont les notions exacles sur la 
valeur du calibre des pores, leur forme, leur distribution, leur 
nombre, etc... 

Il m’a été impossible, dans tous les ouvrages que j’al 
consultés, de trouver des indications de quelque valeur 
pratique sur la connaissance de la structure intime des maté- 
riaux filtrants, et je n'ai pu trouver de détails sur la technique 
a suivre pour des recherches de cet ordre. Dans une lecon 
orale, j'ai entendu faire état de la possibilité d’étudier les fil- 
tres morphologiquement en les immergeant dans de la gélatine 
fondue, colorée avec de l’éosine, en produisant ensuite une 
forte dépression sous cloche, de sorte que la gélatine occupe 
les pores, et en laissant sécher. Aprés, on fixe au formol et l’on 
fait des coupes macroscopiques, qui sont rendues semi- 
macroscopiques et bien observables en les faisant passer sur 
des abrasifs, qui en diminuent l’épaisseur. J’ai fait plusieurs 
essais avec cette méthode qui n’a cependant pas donné, en pra- 
tique, les résultats désirés parce que la consistance diflérente 
des deux matériaux interdisait le trailement des coupes sur 
les abrasifs. 

Aprés maintes tenlatives, jai décidé d’appliquer aux coupes 
de bougies la technique dont on se sert en histojogie pour 
l'étude des coupes d’os non décalcifié. Voici schémaliquement 
les différents temps de la méthode. 

Annales de UInstitul Pasteur, t. 58, n° 4, 1937. 
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On fixe avec du baume sec fondu A chaud, des coupes de bougie de quel- 
ques millimétres a de petits verres. Celle opération est beaucoup facilitée 
si l'on posséde un support de Malassez, sur la plaque duquel on étale les 
verres. Apres le refroidissement et apres que l'on a constaté l'adhérence 
de la petite partie de bougie, on la polit avec du papier de verre & grains 
différents, en ordre décroissant, c’est-a-dire en allant des papiers a grains 
fins A ceux a grains trés fins. Lorsque l'on eslime que cette surface est 
uniforme, on réchauffe de nouveau le verre et l’on transporte la coupe sur 
un autre verre, en faisant cependant adhérer la surface polie. Sur la nou- 
velle surface, on répéte le méme polissage. Ces opérations terminées, on 


Fic. 1. — Chamberland L7, 


monte au baume. Le principe de la méthode est basé exclusivement sur le 
fait que l’air contenu dans l’épaisseur des pores vient 4 se trouver entre 
deux couches de baume, qui, ayant un index de réfraclion différent de celui 
de lair, en facilitent la vision par contraste, et l’on a indirectement la notion 
des dimensions, du nombre, etc., des pores. Cette méthode est d’exéculion 
trés facile, rapide et constante. 


Avant de passer A l'étude des coupes ainsi effectuées et des 
résultats obtenus en ce qui concerne les questions que je me 
suis posées, }’ai cru bon de faire précéder quelques considéra- 
tions sur la porosité et la perméabililé des bougies, pour voir 
comment la vue théorique de celles qui sont leurs principales 
propriétés s'approche de la réalisation pratique obtenue indus- 


RECHERCHES SUR LES BOUGIES FILTAANTES ay 


triellement sur les divers échantillons que j'ai eu l’occasion 
d’examiner. Tout d'abord, la porosité des bougies ne dépend 
pas tant de Ja nature des particules dont elles sont composées, 
que de leur forme, des dimensions et de la maniére dont elles 
sont disposées les unes par rapport aux autres. Le degré de 
porosité est déterminé par le rapport entre le volume total des 
pores ou interstices qui se trouvent entre les particules des 
matériaux et le volume apparent des matériaux eux-mémes. 


Fic. 2. — Chamberland L3. 


Le volume des différents pores d'un matériel homogéne, a 
parité de forme et de dimensions des grains, varie, selon la 
maniére dont ceux-ci sont disposés, et conséquemment, sui- 
vant les différentes disposilions, la porosité du matériel varie 
aussi. On peut donner de ce fait une démonstration mathéma- 
tique, en considérant le cas le plus simple, ot les matériaux 
résultent de grains parfaitement sphériques et d’égale gros- 
seur. En ce cas, il peut se vérifier un maximum de condensa- 
tion du matériel quand chaque pelite sphere est logée dans 
Vinterstice laissé par quatre autres sphéres placées au-dessous 
en contact entre elles, et un minimum de condensation quand, 
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aa contraire, chaque sphére est appuyée sur le sommet d’une 
seule qui se trouve en dessous, toutes les sphéres étant ainsi 
placées en séries réguliéres les unes sur les autres. Actuelle- 
ment, je n’ai pu étudier les dimensions des granules, leur 
forme et leur distribution, car je traitais un matériel conglo- 
méré et je n’aurais pu me prémunir contre les éventuelles 
actions arlificielles ‘qu’on y aurait apporlées en Je réduisant en 
poudre, et en second lieu parce que j’ai appris un détail de 


Fic. 3. — Chamberland L5. 


technique qui Ote toule signification & une recherche en ce 
sens : c’est-a-dire que les fabricants empatent avec le matériel 
de la poussiére de charbon, qwils éliminent ensuite par calci- 
nation, remplagant ainsi la formation physique des pores par 
une formation artificielle. 

Pour ce qui concerne la perméabililé des bougies, c’est un 
fait qu'elle dépend de Ja porosité, mais non en rapport direct 
avec celle-ci; c’est-a-dire que la perméabilité ne suit pas la 
variation du volume total des pores, mais celle de leur gran- 
deur, de leur forme et de leur disposition. En effet, si l'on exa- 
mine des coupes différentes quant a leur structure, on remar- 
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que que tout en ayant des pores de volume & peu prés égal, 
elles peuvent présenter une perméabililé fort dilférente. Les 
matériaux a gros grains & égal volume des pores ont un nombre 
de ceux ci inférieur & celui des matériaux formés de parti- 
cules plus fines; mais justement & cause de cela les premiers 
ont leurs pores bien plus gros que les seconds. 

Les liquides qui doivent traverser les premiers, toutes autres 
conditions égales, rencontrent beaucoup moins de !résistance 
qu’a passer par les seconds, car les canaux formés par les 


Fic. 4. — Soc. Ceram. Bergam N. X. 


pores des malériaux 4 gros grains sont moins longs, moins 
tortueux, plus larges, et par conséquent présentent une surface 
solide de frottement beaucoup moins étendue que les petits 
canaux formés par les pores des matériaux & gvains fins. 

Les matériaux formés de mélanges de grains de grosseurs 
différentes ont une perméabilité qui s’appreche de celle des 
matériaux 4 granules plus fins. 

L’écoulement des liquides a lieu plus ou moins rapidement 

. . cit he ee 
selon la résistance plus ou moins grande qu’ils rencontrent en 
parcourant la surface des particules solides qui composent le 


matériel filtrant 
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L’écoulement sera donc d'autant plus lent que cetle surface 
sera plus vaste a parité de volume de matériel, car la surface 
méme augmente rapidement si la division du matériel est plus 
grande. 

Si l’on considére le cas d'un matériel trés homogéne, c est-a- 
dire avec des pores formés de peti's canaux réguliers, on peut 
comparer ces derniers aux tubes capillaires, dans lesquels la 
vitesse d’écoulement d'un méme liquide pour des tubes d’égale 
longueur diminue selon la quatritme puissance du diamétre, 


Fic. 5. — Soc. Ceram Bergam N8. 


elle se réduit done de 1/10.000 quand le diamétre du tube est 
réduit de 1/10. 

Ces considérations d’ordre général faites, j'ai appliqué la 
méthode indiquée a l'étude des coupes de bougies des diffé- 
rents types : Chamberland, Berkefeld, Leite, Societaé Ceramiche 
Bergamasche. Quelques microphotographies annexées A ce 
travail illustreront les observations faites. 

Chamberland L.3 : calibre des pores (valeurs moyennes) p 28 x 28; 


forme plutot ronde; nombre par champ microscopique : 40-60; distribution 
uniforme et réguliére. 
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Chamberland L.5 : calibre des pores p20 X20; forme plutot ronde; 
nombre par champ microscopique : 20-30; distribution uniforme et réguliére. 

Chamberland L. 7: Calibre moyen u 13 X 13; forme plutét ronde ; nombre 
par champ microscopique : 10-14; distribution uniforme et réguliére. 

Lete.; Calibre ». 100 X 120 — p30 & 30— » 90 X 120; forme tras irréguliére 3 
nombre par champ microscopique, 10-15; distribution irréguliére. 

Berkefeld : calibre des pores p70 X 100 — u30 X 30 — y.100 X 420 ; forme 
plutot ronde ; nombre, 12-14; distribulion assez réguliére. 

Soc. Cer. Berg. N. 8 : calibre des pores u 30 X 30; forme plutot ronde; 
nombre, 10-14; distribution assez réguliére. 

Soc. Cer. Berg. N. 7: calibre des pores p28 X 28; forme plutot ronde ; 
nombre par champ microscopique, 40-50 ; distribution réguliére. 


Fic. 6. — Soc. Ceram, Bergam N7. 


Soc. Cer. Berg, N. X.: calibre des pores pu 20 x 20; forme plulot ronde; 
nombre, 30-40; distribution réguliére. 


Des données ci-dessus, on peut tirer les déductions sui- 
vantes : 

Dans les rapports de la perméabilité des bougies, les données 
pratiques de construction correspondent aux qualités requises 
théoriquement. En effet, les filtres plus perméables, par 
exemple, les Lete et les Berkefeld ont un nombre de pores qui 
oscille de 10 a 14, tandis que le Chamberland L. 3, L.5, L. 7, 
et le type N. X. des Céramiques Berg. présentent un nombre 
de pores qui va de 30-40 a 40-50; les premiers, cependant, 
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ont des diamétres maxima de dimensions beaucoup plus 
élevées. En outre, la perméabilité est en rapport avec la forme 
du pore-canal : par exemple, les pores des filtres Lete, qui sont 
les plus perméables, présentent une forme irréguliére, tandis 
que ceux des filtres Berkefeld, aussi trés perméables, ont une 
forme qui s’'approche de la forme ronde, done plus réguli?re ; 
elles ne different pas seulement en cela, mais aussi par la 
distribution des pores, qui, dans ces derniéres, est beaucoup 
plus réguliére et uniforme. 

La filtration est d’autant plus efficace pour les microbes que 
la forme des pores est plus réguliére et plus ronde, que ceuy-ci 
sont distribués plus uniformément et que leur nombre ne 
dépasse pas une certaine limile dans l'unité de surface : par 
exemple, Chamberland L.5, L.7, et Soc. Cer. Berg. N. X. 
La meilleure moyenne rencontrée dans les bougies examinées, 
en prenant comme unité de surface le champ microscopique 
(obtenu avec le systeme optique suivant : ocul. N.3, object. 
42> 15 mm. 0,30 Koritzk.), est de 10-15 pores pour les types 
tres denses, comme par exemple les Chamberland L.7, de 
20-30 pour les types comme les Chamberland L.5, et de 40-60 
pour les types comme les Chamberland L. 3. 

Au-dessus de ces moyennes, la filtration des microbes n’est 
pas sire et il n’est pas & conseiller de les dépasser, suuf pour 
les bougies destinées 4 des purifications grossiéres, ot il 
convient d’arriver au type Berkefeld. 

Le calibre moyen des pores devrait osciller, dans le cas d’une 
bonne bougie pour filtration des microbes, dans les limites 
de 20 & 20 — 15 & 15». En effet, la Chamberland L.5 présente 
des valeurs de 20 20», le type L.7 de 15> 15 p, et le type 
N.X. de la Soc. Cer. Berg. de u 20 20; au-dessus de ces 
valeurs, la filtration devient incertaine et inconstante. Au- 
dessus de 30> 30 p. de calibre des pores, on n’a plus aucune 
garantie de filtration des microbes. 

Un autre facteur important est la régularité des diamétres 
maxima des pores, et, par conséquent, leur forme plutdt ronde. 
Celle-ci, sans tenir compte des particularités techniques de 
fabrication, est obtenue, trés vraisemblablement, avee des 
matériaux & prains fins, qui se disposent sous Velfet de la 
compression selon la premiére maniére citée dans le para- 
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graphe qui s’occupe de la formation des pores. Ainsi, & pari'é 
d'autres coefficients, I’épaisseur totale des bougies inter- 
viendra, car il est évident que des bougies de plus grande 
Gpaisseur ont des possibilités d’arrét plus grandes que celles 
d’épaisseur inférieure. 

De toutes ces constatalions, il dérive aussi une confirmation 
sur l’interprétation du mécanisme de filtration. En effet, étant 
donné que le calibre minimum des pores d’une bougie doit 
osciller entre 20> 20—15 15» pour qu’ils arrétent les 
microbes, ces dimensions sont de beaucoup supérieures A 
celles de ces germes; par conséquent, le mécanisme d’arrét 
doit étre di a l'adsorption des microbes aux parois des pores- 
canaux. En méme temps, ce fait explique comment, aprés des 
périodes de temps diverses (ce phénoméne se remarque plus 
facilement dans le cas des bacléries mobiles), les germes retenus 
peuvent se multiplier dans l’intérieur des pores avec le concours 
de facteurs adjuvants (présence de substratum nutritif, tem pé- 
rature, etc.) et, en vertu de leurs propres mouvements, peuvent 
parcourir toute la longueur du pore-canal et infecter le filtrat 
qui, jusqu’alors, avait été stérile. Enfin, la possibilité de toutes 
ces remarques indique comment la méthode proposée’ peut 
produire de véritables indices d’orientation pour les fabricants 
dans la création de types de bougies pour fillrations micro- 
biennes, et sur les caraclérisliques que celles-ci doivent pos- 
séder pour correspondre aux buts qu’elles se proposent. 


Résumt. — On a étudié la structure intime des principaur 
types de hougies filtrantes d'usage courant dans les fi'trations 
microbiennes avec une méthode simple et commode qaa permet 
d’établir les données essentielles pour l'évaluation de la valeur 
des dits supports filtrants. Les caractéristiques nécessaires sont : 

4° Pores avec calibres marima non supérieurs a 98 X< 28», 
mais il convient gwils oscillent entre 20 XK 20 p— 13 X Tov. 

2° Leur forme doit sapprocher autant que possible de la 
forme circulaire. 

3° Leur nombre dans lunité de surface prise comme standard 
ne doit pas dépusser 40-60, mais tl convient qwil oscille autour 
de 15-21-30. 


ETUDES BIOLOGIQUES 
EFFECTUEES GRACE AUX ULTRA-PRESSIONS : 
RECHERCHES SUR LES MICROBES PATHOGENES 
ET LEURS TOXINES, SUR LES VIRUS INVISIBLES, 
LES BACTERIOPHAGES ET LES TUMEURS MALIGNES 


par James BASSET, Micaeu MACHEBOEUF et Evcine WOLLMAN. 


L'influence des pressions trés élevées a depuis longtemps 
déja intéressé les physiciens, les cristallographes et les chi- 
mistes, «t diverses techniques avaient été proposées pour sou- 
mettre & de tres hautes pressions des échantillons divers. Ces 
techniques élaient toutes de réalisation complexe et leur appli- 
cation & des buts biologiques n’étail pas pratiquemeut possible. 
L’un de nous [4] a pu construire des presses hydrauliques 
permettant le travail cn série Jusqu’é 20.000 almosphéres ect 
les conditions de travail avec ces presses sont telles qu’avec 
certains tours de muin nous avons pu entreprendre des 
recherches biologiques dans des conditions rigoureuses 
d’asepsie. 

Ces essais biologiques, poursuivis depuis 1930, ont déja fait 
objet dune série de notes préliminaires [2 443, 16] dont nous 
désirons rassemnbler ici les principales conclusions en y joignant 
quelques résullats nouvellement acquis. 

Les faits que nous voulons présenter risqueraient de sembler 
disparates si nous ne rappelions pas tout d'abord quelles furent 
les considérations qui nous ont incités a entreprendre des 
essais biologiques aux ultra-pressions. On comprendra mieux 
ainsi, quel fut l’enchainement de nos idées et comment nous 
fimes amenés a constlater et a rassembler ici une série de faits 
qui seraltachent & des domaines biologiques trés divers. 

Nous avions pensé que la vie n’était pas possible sous des 
pressions aussi €normes que celles que nous saviuns produire ; 
on pouvait donc espérer tuer, ou du moins atlénuer les bac- 
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téries par pression el préparer ainsi des vaccins. On pouvait 
méme espérer que la pression dénaturerait moins Jes antigéncs 
microbiens que ne le font les autres agents généralemeut 
employés pour tuer les bacléries et préparer les vaccias (cha- 
leur, antiseptiques, etc.). Si cet espoir avait été réalisé, on 
aurait pu préparer par pression des yaccins ayaut conservé 
intacts les caractéres antigéniques spécifiques des bactérics. 
Dés le début de nos essais, nous avons vu que les fails ne 
répondaient pas & un tel espoir [2 et 3]: les formes végélatives 
des bactéries sont bien tuées par une pression convenable, 
mais les bactéries tuées par pression ne sont pas actives 
comme vaccin, elles ont perdu leur spécificité vaccinante en 
méme temps que la vie. Diverses constatalions faites au cours 
de ces essais furent cependant intéressantes 4 d'autres points 
de vue, ou tout au moins curicuses, elles ont été l’origine de 
toute la série d’essais biologiques que nous avons effectués. 

Nous nous borneronsici & l’exposé des recherches se rappor- 
tant aux agents pathogénes (bactéries, virus invisibles, toxines), 
aux tumeurs malignes et aussi aux agents de l’autolyse micro- 
bienne transmissible (bactériophages). Pour les autres essais 
sur des produils biologiques divers (diastases, protéides, anti- 
corps, venins, etc.) déja publiés [2, 3, 5, 6, 9), nous nous con- 
ienterons de rappeler trés brigvement |’cssentiel lorsque cela 
sera nécessaire pour la compréhension des fails el des considé- 
rations que nous présentons ici. 


TECHNIQUE. 


Nous ne décrirons pas ici les presses qui nous ont servi, leur 
description a fait l'objet de mémoiies spéciaux [1]; disons 
simplement que par le jeu de deux presses hydrauliques, dont 
Ja premiére sert & aclionner le piston de la deuxiéme et grace 
a des joints tout a fait particuliers et & des parois convenable- 
ment construites, on parvient & comprimer réversiblement un 
liquide dans une pelite chambre de compression cylindrique 
(voir le schéma ci-joint). Dans le liquide contenu dans la 
chambre de compression, on peut au préalable faire baigner 
objet que l’on veut étudier. Cet objet, dans nos expériences 


biologiques, était toujours un liquide que nous devions con- 
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server a?l’abri de toute souillure chimique ou bactérienne. 
Apres divers essais, nous nous sommes tenus a la technique 
suivante : le liquide en expérience ne contenant strictement 
que la quantité d’oxygéne qu'il avait dissoute par contact avec 
lair Ala pression atmosphérique était emprisonné Sd 
ment entre deux ligatures dans un tube de gomme stérilisée 
(feuille anglaise). Aucune bulle d’air n était enuprisonAc eax be 


ial 
late 


Fic. 1. — Principe de fonclionnement des app:reils pour Vobtention d'ultra- 
pressions; A. Pompe a 1.000 kilogrammes par cenlimeétre carré; B. Accu- 
mulateur; C. Pot de presse primaire; M. Manométre; F. Pot a ultra- 
pressions ; O. Tubulure de jonction ; L. Chambre a4 expériences. 


lui. Des tubes témoins idenliques non soumis 8 la pression ont 
toujours été préparés et étudiés afin d’éliminer toute action 
possible du tube de gomme ou de l’emprisonnement temporaire 
du liquide étudié & l’abri de lair. Ces tubes témoins subissaient 
exactement toules les mémes actions que les échantillons 
pressés, mais ils restaient & la pression atmosphérique. Les 
tubes qui devaient subir la pression étaient au contraire placés 
dans le liquide des presses hydrauliques et la pression se trans- 
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mettait évidemment intégralement au contenu des tubes A 
travers leur paroi molle (‘). | 

Nous avons constaté que la vitesse de compression et la vitesse 
de décompression n’ont, en général, pas d’influence sensible 
sur le résultat obtenu par l’action des ultra-pressions sur les 
divers objets biologiques que ncus avons étudiés. Pour fixer 
cependant ces facteurs, nous avons toujours mis trois minutes 
pour faire monter la pression et un temps égal, a la fin de 
Pexpérience, pour faire retomber progressivement la pression 
Jusqu’a la pression atmosphérique. 

La durée pendant laquelle est maintenue la pression a une 
influence qui est, dans certains cas, assez nelte mais toujours 
faible cependant; cette influence se fait surtout sentir lorsque 
‘on compare entre elles des compressions de durées assez 
bréves, aussi avons-nous toujours laissé les tubes en expérience 
pendant quarante-cing minutes sous pression, sauf dans cer- 
tains cas particuliers pour lesquels nous le spécifions. 


ACTION DES ULTRA-PRESSIONS SUR LES BACTERTES (2). 


Les bactéries non sporulées que nous avons étudiées (bacilles 
‘de Koch, B. colt, bacille typhique, pneumocoque, staphylo- 
coque, etc.) résistent pendant quarante-cing minutes a des 
pressions inférieures & 5.000 atmosphéres, mais elle sont tuées 
si on les soumet & une pression supérieure. La limite de pres- 
sion compatible avec la survie des germes non sporulés varie 
légdrement avec l’espéce bactérienne, mais se trouve toujours 


au voisinage de 6.000 atmosphéres. 
Les bactéries sporulées (B. subtilis, B. tétanique, B. megathe- 


és important d’indiquer ici, qu’a aucun instant, dans nos expé- 
een aeuratine de léchantillon étudié ne différa de plus d'une frac- 
tion de degré centigrade de la température ambiante et; par conséquent, de 
la température des tubes témoins qui étaient toujours maintenus pres des 
presses pendant que les échantillons presses étaient dans celles-ci. ; 

Il est d’ailleurs bien évident que la mise en pression dun aigaue en 
absence de toute phase gazeuse compressible ne peut pas dégager une 
quantité de chaleur appréciable; le liquide étant extrémement peu ae 
sible, le déplacement du point d’application de la force de compression ie 
tellement faible que le travail est tres petit et son équivalent calorique a 
bien incapable d’élever d'une maniere appréciable la leaner ate es 
énormes masses métalliques qui constituent les parois des presses. 

(2) J. Bas-eret M. A. Macnesorur [2]. 
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rium, etc.) résistent, grace & leurs spores, 4 toutes les ultra- 
pressions auxquelles nous avons pu les soumettre. (Nous avons 
fait monter la pression jusqu’aé 20.000 atmosphéres dans le cas 
du B. subtilis.) 


ACTION DES ULTRA-PRESSIONS SUR LES 'DIASTASES (1). 


Les diastases sont, comme on pouvait le penser, Irés résis- 
tantes aux ultra-pressions; elles résistent toutes 4 9.000 atmo- 
sphéres ; cependant, elles sont atténuées par des pressions un 
peu plus élevées telles que 12.000 ou 13.000 atmosphéres. Leur 
inactivalion totale n’a lieu en général que pour des pressions 
extrémement élevées, souvent cee a 13.000 atmo- 
sphéres. 

La pression inactivante varie d’ailleurs avec la diastase étu- 
diée; elle varie légeremeut aussi avec la nature du milieu dans 
lequel se trouve la diastase. Nous avons étudié un certain 
nombre de préparations diastasiques: sucrase, laccases, try- 
ptase pancréatique, lipase pancréalique, catalase hépatique (2), 
amylase pancréalique, etc. La lipase pancréatique, particulie- 
rement sensible 4 la pression, est complétement inactivée a 
11.000 atmosphéres en quarante-cingq minutes, tandis que la 
trypsine pancréatique, trés résistante, n’est complétement 
inaclivée que si la pression alteint 17.000 atmosphéres. 


AcTION SUR LES TOXINES MICROBIENNES (3). 


Les toxines que nous avons étudiées ({étanique et diphté- 
rique) sont influencées par les ullra-pressions exactement 
comme les diastases; aucune action des pressions inféricures & 
10.000 atmosphéres, atténuation par des pressions plus élevées 
(12.000 8 15.000 atmosphéres) et inaclivation totale seulement 
par des pressions énormes de |’ordre de 16.000 & 18.000 atmo- 
sphéres. Ce fait tend, comme hien d’autres déja, a eas 
les toxines farorelabanies des diastases. 


(1) J. Basser et M. A. Macuepocur [2] el J. Bas-et, M. Lispoyne et M. A. Macue- 
BOEUF [5]. 
(2) Les essais sur la catalase hépatique, encore inédils, ont élé effectués 
avec la collaboration de M™ G. Lévy. 
(3) J. Basser et M. Macnepogcr [2]. 
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RECHERCHES SUR L’IMMUNITE EFFECTUEFS 
GRACE AUX ULTRA-PRESSIONS. 


Ainsi que nous le disions ci-dessus et contrairement 2 notre 
attente, les germes tués par les ultra-pressions ne sont pas des 
vaccins et ce fait est général aussi bien pour les bactéries que 
pour les toxines microbiennes : les ultra-pressions, en faisant 
perdre la vie aux bactéries ou Vactivité aux loxines, font dispa- 
rattre leur spécificité anligénique de vaccination; les bactéries 
tuées ne sont pas devenues des vaccins, les toxines inactivées 
ne se comportent pas comme des anatoxines. 

Ces faits curieux nous ont incilés & étudier l’influence des 
ultra-pressions sur des protéides auxquelles les théories actuelles 
conférent un role de tout premier plan dans les phénoménes de 
Vimmunité (1). 

Le sérum sanguin soumis & une pression trés élevée 
(10.000 atmosphéres) perd sa limpidité et sa fluidilé, il devient 
une gelée trés ferme, lactescente. Le caillot ainsi obtenu ne se 
rétracte pas et n’exsude pas comme un caillot sanguin. Sil’on 
broie ce caillot et si on le met en suspension dans de l’eau ou 
dans une solution saline diluée, cerfains protéides passent en 
solution, mais un abondant coagulum reste non dissous. Sil’on 
soumet le sérum & une pression moins élevée, 6.000 atmo- 
sphéres environ, le sérum devient légtrement opalescent, mais 
il reste liquide et n’est pas coagulé; sa viscosité est cependant 
nettement accrue. Si enfin la pression est inférieure & 4.500 ou 
5.000 atmosphéres, le sérum reste inchangé. Nous avons étudié 
séparément les globulines et les albumines du sérum aprés les 
avoir séparées grace 4 du sulfate d’ammonium: les albumines 
ne paraissent pas modifiées, méme si la pression s’éléve aux 
plus hautes limites actuellement réalisables (19.000 atmo- 
sphéres). Les globulines, au contraire, sont coagulées vers 
7.000 atmospheres. C’est donc aux globulines que l'on doit 
attribuer les modifications présentées par le sérum sous 
l’influence des ultra-pressions. Si la pression est inférieure a 
5.000 atmospheres, il est impossible de déceler une modification 


(1) J. Basser, M. Macuesorur et G. Sanvor [6]. 
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physico-chimique quelconque des albumines ou des globulines 
(pouvoir tampon, équilibre de membrane, iso-électrique, etc.). 
Pour les albumines, aucune modification n’est décelable, méme 
si la pression est plus élevée. Pour les globulines, lorsque !a 
pression n'est pas suflisanie pour coaguler, mais suffisante pour 
que la viscosité s’accroisse, on ne constale encore aucune modi- 
fication chimique décelable. Il semble que les ultra-pressions 
provoquent une simple modification dans l'état d’hydratation 
ou dans l'arrangement stérique des molécules protéidiques sans 
que se fasse en quanlité décelable une hydrolyse ou une ami- 
dification ou toute autre cyclisation faisant intervenir des 
groupes acides ou basiques, car les courbes d’effet tampon, le 
point iso-électrique et l’activilé dans les équilibres de mem- 
brane sont inchangés par les ultra-pressions. Ceci acquis, il 
était trés intéressant de savoir si les ultra-pressions étaient 
capables de modifier la spécificité antigénique des protéides. 
Cette étude était d’autant plus inléressante que nous avions 
constaté que ni les bactéries tuées par pression, ni les toxines 
inactivées par pression ne constiluaient des vaccins. 

Au cours de cette étude, de tres nombreux faits curieux se 
sont dévoilés : ils ont permis d’aboutir & des conclusions inté- 
ressantes sur certains points immunologiques (1). 

1° Sil’on presse du sérum de cheval & moins de 4 500 atmo- 
sphéres, il conserve toute sa spécificité antigénique : anaphy- 
laxie, formation d’anticorps de fixation d’alexine, formation de 
précipitines. 

2° Sil’on presse ce méme sérum a plus de 5.000 atmospheres, 
il conserve encore inlactes ses propriétés antigéniques pour la 
fixation et pour la précipitation, mais sa spécificité d’anaphy- 
laxie est enligrement modifiée. Ce sérum pressé ne sensibilise 
plus le cobaye vis-a-vis du sérum de cheval non pressé, et il 
ne déclenche plus non plus de choc anaphylactique chez le 
cobaye sensibilisé avec du sérum de cheval normal. 

3° Le sérum pressé & plus de 4.500 atmospheres a perdu sa 
spécificité anaphylactique originelle, mais il en a acquis une 
autre, la spécificité anaphylactique du sé1um pressé, car il sen- 

(1) Ces essais sur l’anaphylaxie et l'immunilé ont éLé effectués en partie 


avec la collaboration de J.-J. Pérez [9] et en partie avec la collaboration de 
Me M. Faure. 
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sibilise l’'animal vis-a-vis du sérum pressé a plus de 4.500 atmo- 
spheres. 

Ces recherches immunologiques sont encore inachevées (1), 
mais une étude a déja été faite sur le comportement aux 
pressions élevées de sérums d’animaux immunisés, Il a ainsi 
été constaté yue les antitoxines diphtériques et tétaniques ne 
son! pas détruites, méme lorsque la pression a été suffisante 
pour coaguler les globulines. Deux conclusions découlent de ce 
fait : 

1° On admet assez généralement que les propriétés anti- 
toxiques des sérums immuns sont liées a certaines fractions 
des globulines; nos expériences montrent que la dénaturalion 
des globulines par ultra-pression ne fait pas dispuraitre l’acti- 
vité antiloxique. Celte activité serait donc liée a des fonctions 
différentes de celles touchées par la pression. 

2° Fait plus intéressant encore peut-étre du point de vue 
pratique : en pressant vers 5 ou 6.000 atmosphéres des sérums 
thérapeutiques, on ne les coagule pas, on ne leur fait pas perdre 
leur pouvoir antitoxique, et cependant on modifie compléte- 
ment leur spécificité anaphylactique. Ces sérums pressés ne 
sont plus capables de décleucher un choc anaphylaclique chez 
des animaux ayant recu une injection antérieure d'un sérum 
thérapeutique ordinaire. Des sérums thérapeutiques pressés 
sont peut-étre utilisables en pratique pour éviter les accidents 
chez les patients ayant déja recu autrefois une injection de 
sérum thérapeutique. Notons dailleurs que, si un individu 
devait une troisiéme fois dans sa vie avoir recours & la séro- 
thérapie, l'utilisation du sérum pressé n’aurait plus d’avantage 
sur le sérum ordinaire, car le sérum pressé sensibilise vis-a-vis 
du sérum pressé, tout comme le sérum ordinaire sensibilise 
vis-a-vis du sérum ordinaire. 

Les résultats que nous venons de résumer permettent de con- 
clure que les pressions trés élevées sont des agents physiques 
extrémement actifs sur les organismes vivants et sur divers 
produits biologiques. Comme d’autres agents physiques déja 
étudiés, chaleur, radiations diverses, etc., les pressions peuvent 
détruire les micro-organismes et les cellules des ¢lres supé- 


(1) Cette série de recherches, sur lesquelles nous ne nous étendrons pas 
ici, est poursuivie par Machebeeuf, Basset et J.-J, Pérez. 
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rieurs; elles peuvent également modifier certains protéides et 
inactiver les diastases et les toxines microbiennes. 

Parmi les données apportées par ces premiéres recherches 
sur les effets biologiques des ultrapressions, l’une, en particu- 
lier, méritait de retenir notre attention : c’était le fait que la 
sensibilité & la pression ne variait que dans des limites assez 
étroites pour les objets d’une méme catégorie et pouvait, par 
conséquent, dans une certaine mesure, servir & les caractériser. 

I] était donc intéressant d’étendre ces recherches 8 des agents 
dont !a nature est encore discutée, tels les ultravirus et les 
bactériophages, les principes en jeu dans les tumeurs « fil- 
trables » et, enfin, aux tumeurs de greffe. 


I. — Etudes sur les ultravirus ou virus filtrables 
(virus des auteurs anglais). 

Les agents conslituant ce groupe sont considérés par la 
majorité des bactériologistes comme des micro-organismes 
authentiques, c’est-a-dire des éléments vivants autonomes ne 
différant des agents pathogénes visibles que par leurs dimen- 
sions plus réduites; ce seraient des « inframicrobes » (Nicolle). 
Cette facon de voir semble se vérifier pour les agents de la variolo- 
vaccine, de la variole aviaire, etc., agents qui paraissent étre 
représentés par certains éléments qu’on parvient & mettre en 
évidence par des méthodes particuliéres de coloration (Borre, 
Paschen). Les recherches récentes montrent que ces Borreliota 
(Goodpasture) se placent a la limite de la visibilité et peuvent 
étre photographiés en Jumiére ultraviolette: ces agents perdent, 
du reste, de ce fait, leur droit au titre de virus zrvisibles. 

La notion des inframicrobes s’applique encore, sans doute 
possible, aux agents proprement invisibles de trés nombreux 
processus infectieux. 

Il parait en étre autrement pour les facteurs de certains pro- 
cessus altribués d’habitude également aux ultravirus : les agents 
de certaines mosaiques des plantes, ceux des tumewrs filtrables, 
les agents d’autres processus encore, présentent des particula- 
rités qui ont conduit & douter qu'il sagisse d’ « inframicrobes » 
authentiques. Se basant sur des fails relatifs 4 la bactériophagie, 
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Yun de nous [44] soutient depuis de nombreuses années, que 
parmi les processus attribués aux ultravirus, il y a lieu de 
distinguer, & c6té des processus & inframicrobes proprement 
dits, des processus dont les agents sont des éléments d’origine 
cellulaire et se comportent comme les supports matériels de 
certains caractéres cellulaires. Une fagon de voir analogue a 
été soutenue récemment par Rivers. 

D’autres auteurs rapprochent les agents de tels processus 
infectieux de produits cellulaires : déastases, toxines ou. hor- 
mones. Ainsi pour Doerr, les bactériophages des bactéries 
seraient des hormones de croissance (Wuchshormone). Pour 
E. Fraenkel, les principes actifs dans les mosaiques des 
plantes, dans le sarcome de Rous, dans la fiévre aphteuse, 
seraient des « virus-enzymes ». 

Etant donné la résistance tres différente & l'action des hautes 
pressions de micro-organismes authentiques (bactéries) d'une 
part, et des diastases ou toxines de l'autre, il était naturel de 
rechercher le comportement, a cet égard, dun certain nombre 
dultravirus. 


4° Vaccine [4]. — Les expériences ont été faites avec un virus 
particuliérement actif isolé par M. Bardach (virulence pour le 
lapin : 1 p. 5.000.000). Ce virus a résisté & la pression de 
1.800 atmosphéres pendant quarante-ving minutes (inoculation 
positive a 1 p. 100.000). Il fut inactivé par une exposition de 
méme durée & 4.500 atmosphéves. 

Dans les expériences qui suivent, faites par J. Basset, 
S. Nicolau et M. Machebceuf [12], la durée d’exposition & la 
pression a été de trente minutes. 


2° Virus RraBigue FIXE (souche de l'Institut Pasteur). — Ce 
virus a résisté a la pression de 3.000 atmospheres. I] fut atténué 
par 4.000 et inactivé par 5.000 atmosphéres. 


3° Vircs HEReETIQUE. — Résistant aux pressions de 1.000 et 
2.000 atmosphéres, ce virus est inactivé 4 3.000 atmospheres. 


4° Virus amarit. — Le virus de la fitvre jaune résisle a 
1.000 atmospheres : les singes (M. rhesus) inoculés avec le 
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virus témoin ou avec le virus ainsi traité ont succombé en huit 
et neuf jours respectivement. Ce virus est atlénué aux pressions 
de 2.000 et 3.000 atmosphéres : mort des animaux en quinze 
jours (les expériences a plus haute pression n’ont pas encore été 
effectuées dans ce cas). 


5° VIRUS APHTEUX. Soumis a la pression de 2.000 atmo- 
spheres, le liquide de vésicules plantaires de cobaye dilué a 
1 p. 50 garde son activité. Celle-ci est alténuée & 3.000 et 
détruite & 4.000 atmospheres. 


6° Virus eNctépHALO-myéLitiguE. — Le virus de la maladie de 
Borna est le plus résistant des virus étudiés. Il n’est inactivé 
qu’a 6.500 atmosphéres. 


7° Virus pe LA PESTE avrairne (1). — Ce virus est détruit en 
trente minules par une pression de 4.000 atmosphéres; il 
résiste, par contre, 4 plus de 2.000 atmospheres. 

Ces résuliats montrent que la sensibilité & la pression ne 
dépend pas des dimensions des éléments actifs : elle est sensi- 
blement la méme pour le virus aphteux dont les éléments ont 
un diamétre de 8 a 12» (Elford et Galloway) que pour l’un 
des plus gros des virus filtrables étudiés, celui de la vaccine 
(175 uw); par contre, elle peut dilférer de facon marquée pour 
des virus dont les éléments ont des dimensions sensiblement 
pareilles (virus herpétique, virus vaccinal, virus encéphalo- 
myélitique). Mais si la sensibililé & la pression varie dans cer- 
laines limites d’un virus & l’autre. tous les virus étudiés jus- 
qu'ici se comportent comme des éléments relativement labiles, 
leur sensibililé étant, dans l’ensemble, du méme ordre, et 
méme plus grande, que celle des formes végétatives des bacté- 
ries. La résistance des virus & la pression est, en tout état de 
cause, trés inférieure a celle des diastases et des toxines dont 
certains chercheurs, nous l’avons vu, ont voulu les rapprocher. 


(1) Les essais sur lapeste aviaire ont été effectués par P. Lépine, J. Basset 
et M. Machebceuf [43]. 


ey ay 
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Povuvoir ANTIGENE DES VIRUS INACTIVES PAR PRESSION. 
TENTATIVES INFRUCTUEUSES DE VACCINATION 
PAR DES VIRUS ULTRA-PRESSES. 


Avec le virus de l’herpés [12] et avec celui de la peste 
aviaire [13], des essais ont été effectués pour savoir s'il n’était 
pas possible de vacciner les animaux en leur injectant des virus 
inactivés par pression. Des tentatives analogues avaient échoué, 
nous l’avons vu, dans le cas des bactéries, mais ces bactéries, 
pour mourir, doivent subir une pression assez élevée voisine 
de 6.000 atmosphéres et nous savons que certains protéides 
sont modifiés par des pressions de cet ordre. Nous avions 
espéré que dans le cas des virus les plus sensiblesa la pression, 
inactivés dés 3.000 ou 4.000 atmospheres, les protéides ne 
seraient pas modifiés et les propriétés antigéniques seraient 
conservées. I] n’en est rien, méme avec le virus de l’herpés qui 
est inactivé & 3.000 atmosphéres, il est impossible de prépa- 
rer par pression un vaccin actif: aucune immunité acquise ne 
se manifeste chez les animaux inoculés avec le virus inactivé 
par pression. Ce fait est curieux, car pour les divers protéides 
que nous avons étudiés (sérum, blanc d’ceeuf), nous n’avons pas 
pu mettre en évidence de modification physique, ni chimique, 
ni immunologique sous l’influence de pressions aussi basses 
que 3.000 ou 4.000 atmosphéres. 


II. — Etudes sur les bactériophages. 


On sait les controverses suscitées par la nature de ces prin- 
cipes. Suivant qu’on s’attache aux faits qui incitent a y voir des 
éléinents vivants autonomes ou & ceux qui paraissent en établir 
Vorigine cellulaire, endogéne, les uns y voient des ultravirus 
authentiques, c’est-a-dire des inframicrobes parasites des bacté- 
ries, alors que pour d’autres il s’agit de produits de séerétion 
bactérienne tels que les diaslases (aulolysines). La conception 
développée par l’un de nous permet de concilier les données 
sur l’autonomie des bactériophages avec leur origine cellulaire 
probable. Dans cette conception les bactériophages seraient des 
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éléments supports de certains caractéres cellulaires; ce seraient 
des facteurs au sens des généliciens (14). 

L’épreuve des ultrapressions paraissait devoir fournir, ivi 
encore, des indications intéressantes et, notamment, aider 4 
départager les partisans des théories diastasiques et ceux pour 
qui les bactériophages seraient des éléments vivants (virus, 
facteurs lysogénes). 

Les expériences ont porté sur les bactériophages du staphylo- 
cogue, du B. typhique, du B. subtilis [4] et du B. megathe- 
rium [4 et 40]. Comme on pouvait s’y altendre, le bactériophage 
staphylococcique plus labile que les autres (chaleur, conserva- 
tion) s'est montré étre aussi le plus sensible & l’action de la 
pression. C'est ainsi que le titre lytique d’un bactériophage 
staphylococcique est descendu de 10-8 a 10~®aprés 30' a 
1.000 atmosphéres. L’inactivation n’est compléte qu’au-dessus 
de 3.500 atmospheres (1). 

Le bactériophage staphylococcique se montre par conséquent 
plus sensible & la pression que le staphylocoque lui-méme 
(5.000-6.000 atmosphéres). Il y a la un fait intéressant et qui 
fournit, dans ce cas particulier, une méthode permetlant de 
purifier (ultrapurifier, d’Hérelle) des cultures de staphylocoque 
qui contiennent des facteurs lysogénes. 

_Le bactériophage du B. typhique, celui du B. megatherium 
et celui du B. subtiis se montrent plus résistants & la pression. 
Ils restent actifs aprés avoir été comprimés & 2.000 et méme 
a 4.500 atmospheres, la destruction n’étant totale que vers 

500 atmosphéres. 

Les bactériophages se comportent done, au point de vue de la 


(1) Les premiéres expériences sur les bactériophages avaient été faites a 
Vaide d'une presse dont les, indications n’étaient valables qu’é 500 atmo- 
sphéres prés. Peu important tant qu'il s’agissait de pressions trés élevées, 
lécart devenait sensible pour la valeur de 2.000 atmosphéres gui avait paru 
inactiver le bactériophage staphylococcique. Nous avons done repris les 
expériences sur ce dernier avec une presse de précision, utilisable jusqwa 
3.500 atmosphéres et quia servi, également, dans les essais sur les tumeurs. 

Ces nouvelles expériences sur le bactériophage staphylococcique ont 
donné les résultats suivants : Ce bactériophage est atténué aux pressions 
de 1.500 el 1.800 atmosphéres (45’) mais fournit encore des plages par étale- 
ment direct sur gélose. A partir de 2.000 atmosphéres, il ne donne plus de 
plages par étalement direct, mais la lyse peut encore se faire en bouillon 
avec du bactériophage pressé a 2.500 et méme a 3.000 atmospheres. Incons- 
tante A 3.500 atmosphéres, sa destruction est définitive vers 5.000 atmo- 
spheres. 
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sensibilité & la pression, d’une facon tout & fait superposable a 
celle des ultravirus que nous avons étudiés. Dans les deux cas 
il s’agit d’éléments relativement labiles. A l’encontre des bacté- 
riophages, les autolysines bactériennes spécifiques gardent une 
partie de leur activité méme au dela de 7.500 atmosphéres et 
se comportent done, sous ce rapport, comme des diastases [10]. 

Lorsque la pression porte, non plus sur des bactériophages 
libres, mais sur des facteurs lysogénes contenus dans les spores, 
les résultats sont tout différents. Qu’il s'agisse de spores de 
bactéries spontanément lysogénes ou de spores de bactéries 
sensibles expérimentalement « contaminées » par le bactério- 
phage correspondant, la résistance des bactériophages inclus 
dans les spores devient, semble-t-il, aussi grande que celle des 
spores elles-mémes (activité encore conservée a la pression de 
13.500 atmosphéres dans le cas de spores de B. subtilis). Du 
fait d’étre inclus dans les spores, les bactériophages sont pro- 
tégés efficacement contre les actions nocives (chaleur, pres- 
sion) [40]. 


III. — Recherches sur les néoplasmes. 


Nous avons étudié l’action de la pression sur une tumeur de 
poule, le sarcome de Rous, transmissible par filtrats exempts de 
cellules. Nous avons également étudié des tumeurs de souris 
transmissibles seulement par greffe, ainsi qu'une tumeur de 
gretfe du lapin (Brown-Pearce) et une tumeur filtrabledu méme 
animal (papillome de Shope). 


SaRCOME « FILTRABLE » DES PocLES. — Le probléme, quant a la 
nature de lagent des tumeurs filtrables des oiseaux (on en 
connait actuellement de nombreux types), se pose dans les 
mémes termes que pour les bactériophages que nous venons 
d’étudier : s’agit-i] de principes autonomes (virus, éléments 
d’origine cellulaire) ou bien de produits cellulaires assimilables 
a des diastases ou a des toxines? 

Des échantillons de pulpe néoplasique en suspension dans de 
Veau physiologique furent soumis 4 diverses pressions (1.800, 
4.000 et 6.000 atmosphéres) pendant trente minutes. 
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Les poules témoins (inoculées avec ]a suspension non pres- 
sée) ainsi que les poules inoculées avec la suspension portée & 
1.800 atmosphéres, contractérent des tumeurs; ces derniéres, 
du reste, avec un certain retard (1). 

Les poules inoculées avec la pulpe portée & 4.000 et 
6.000 atmosphéres n’ont pas contracté de tumeur. Ces poules, 
d’ailleurs, ne présentérent pas @immunité a Jinoculation 
ultérieure de pulpe active. 

On voit, par ces résultats, que Vagent du sarcome de Rous 
présente a la pression une sensibililé exactement comparable a 
celle de certains baclériophages et de certains virus, 

{l ne saurait étre question de l’assimiler 4 une diastase comme 
celles dont nous avons montré la grande résistance aux ultra- 
pressions. 


TUMEURS DE SOURIS. 


La transmission de ces tumeurs n'est réalisable que par greffe. 
Le caraclére « néoplasme » semble lié & une modification des 
cellules mémes de l’organisme, et l’hypothése d’un virus cancé- 
rigéne ne compte plus, pour ces tumeurs de greffe, que de 
rares partisans. 

Nous avons recherché la résistance la pression de 4 tumeurs 
de souris. Les expériences ont porté sur un carcinome (63 de 
Londres), 2 sarcomes (37 de Londres et sarcome d’Ehrlich) 
ainsi que sur une tumeur spontanée du poumon dont la nature 
histologique n’a pas été précisée (remise par M™* V. Henri). 
Dans une premiére série d'expériences, les suspensions de 
tumeur dans l'eau physiologique furent portées aux pressions 
de 1.800, 4.000 et 6.000 atmosphéres; 6 souris furent inoculées 
avec chaque échantillon pressé. La plus basse des pressions 
employées ayant suffi & empécher la transmission de toutes les 
lumeurs, une seconde expérience fut instituée avec le sarcome 
37 seulement. Les suspensions de cette tumeur furent portées 
aux pressions de 1.000 4 1.800 atmospheres. 

Comme dans l’expérience précédente, |’échantillon porté a 
1.800 atmosphéres a perdu la propriété de produire une tumeur 

(1) Mort, respectivement en dix-sept et dix-neuf jours pour les témoins, 


en quarantle-quatre et cinquante-deux jours pour les poules inoculées avec 
la pulpe pressée 4 1.800 atmosphéres. 
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par inoculation; seules les souris inoculées avec la suspension 
témoin ainsi que celles que recurent la suspension portée & 
1.000 atmosphéres, contractérent des tumeurs eee 

Enfin, nous avons pu comparer le comportement a Ja pres- 
sion de deux tumeurs du lapin, dont !’une, le cancer de Brown- 


Fic. 2 — A droite, tumeur intraoculaire produite par une suspension de l'épi- 
théliome Brown-Pearce, pressée 4 1.000 atmosphéres; 4 gauche, ceil resté 
indemne aprés inoculation de suspension pressée 4 1.800 atmospheres. 


Pearce, est une tumeur de greffe, et l’autre, le papillome de 
Shope, est liée & un agent filtrable (1). 


(1) Il semblait y avoir entre les tumeurs « filtrables » et les lumeurs « de 
greffe » un fossé infranchissable. L’hypothése émise par l'un de nous suivant 
laquelle le caractére néoplasme serail lié a des éléments cellulaires de stabi- 
lité plus grande pour les tumeurs filtrables permettrait de combler ce fossé. 
Les données récentes sur les verrues transmissibles par fillrat chez le lapin 
sauvage et ne donnant, dans la plupart des cas, chez le lapin domestique, 
que des tumeurs de greffe (ou plutot d’autogreffe), paraissent fournir un appui 
& cette facon de voir. 
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Des expériences faites en collaboration avec M. Bardach mon- 
trent que la premiére de ces tumeurs résiste & 1.000 atmos- 
pheéres, mais se trouve inactivée & 1.800. Le papillome de Shope 
résiste a la pression de 2.000 et de 4.000 atmosphéres pour étre 
inactivé & 6.000 seulement [16]. 

La tumeur de greffe de lapin et celles de souris se sont done 
montrées plus sensibles & Ja pression que les divers agents 
étudiés jusquici et il paraissait probable que cette sensibilité 
était l’expression de celle des cellules néoplasiques elles-mémes. 

Des expériences instituées sur des cullures de tissus ont con- 
firmé cette facon de voir. Ce travail, effectué en collaboration 
par J. A. Thomas, M. A. Machebeeuf et J. Basset est encore 
inédit. Nous nous contenterons de donner ici un bref résumé 
de quelques-uns des résultats obtenus : 

Des cceurs entiers d’embryons de poulets furent placés dans 
du liquide de Tyrode, puis soumis pendant trente minutes a 
des pressions diverses, mais toujours a la température ordi- 
naire. Des cultures en goultes pendantes furent ensuite prati- 
quées avec des fragments de ces cceurs ou des fragments d’aorte. 

Une pression de 1.006 ou de 1.500 atmospheres est absolu- 
ment sans effet sur les cceeurs dont les culiures évoluent exac- 
tement comme celles des cours témoins qui furent simplement 
soumis & toutes les mémes nmianipulations, mais & la pression 
atmosphérique. 

Lorsque la pression atteint 1.800 atmosphéres, les cultures 
sont au contraire négatives. 

Kn somme, la résistance des cellules normales du ceeur et de 
l’aorte du poulet est comparable 4 celle des cellules néopla- 
siques que nous avons étudiées. 


Résumé et rappel des conclusions. 


Les pressions trés élevées sont des agents physiques extré- 
mement actifs sur les ourganismes vivants et sur de nombreux 
produits biologiques, elles sont facilement applicables avec préci- 
sion grace aux presses hydrauliyues spéciales de James Basset. 

Comme d'autres agents physiques déja étudiés, chaleur, 
radiations diverses, etc., les pressions peuvent détruire les 
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micro-organismes etles cellules des animaux supérieurs ; elles 
peuvent également modifier certains protéides et inacliver les 
diastases et les toxines microbiennes. La sensibililé a la pres- 
sion des divers objets biologiques étudiés ne varie que dans des 
limites assez étroites pour les objets d'une méme catégorie; 
cette sensibilité peut par conséquent contribuer, dans une cer- 
taine mesure, & classer certains objets de nature encore 
discutée. 

On peut écrire la liste suivante qui indique les résistances 
aux ultra-pressions des diverses catégories d’objets biologiques 
que nous avons étudiées. 

4° Les cellules des animaux supérieurs et les cellules néopla- 
siques sont tuées par des pressions assez peu élevées de l’ordre 
de 1.800 atmosphéres. 

2° Les virus invisibles résistenta 1.000 et & 2.000 atmosphéres 
mais sont inactivés par des pressions plus élevées généralement 
inférieures 4 5.000 atmospheéres; seul le virus de la maladie 
de Borna a résisté au-dela de 6.000 atmosphéres (destruction 
a 6.500). 

3° Les bactériophages étudiés, comme les virus invisibles, 
résistent tous a 1.000 et & 2.000 atmosphéres, et aucun ne 
résiste & 6.000-6.500 atmosphéres. 

4° Les bactéries non sporulées résistent & des pressions déja 
élevées de 4.000 & 5.000 atmosphéres, mais sont tuées si la 
pression s’éléve vers 6.000 atmosphéres. 

5° Les protéides que nous avons étudiés de ce point de vue 
ne sont pas dénaturés d’une facon appréciable si on les soumet 
a des pressions ne dépassant pas 7.000 atmosphéres. Par des 
pressions supérieures, les globulines du sérum sanguin ou du 
blanc d’ceuf sont coagulées irréversiblement. Les albumines, 
au contraire, ne présentent pas de modification apparente 
lorsqu’on les soumet & des pressions beaucoup plus élevées. 

6° Les diastases et les toxines microbiennes ne sont pas modi- 
fiées par les pressions inférieures & 9.000 atmosphéres; elles 
sont atténuées par des pressions trés élevées comprises entre 
10.000 et 15.000 atmosphéres; elles sont enfin inactivées si la 
pression est suffisante. La pression nécessaire pour inactiver 
complétement certaines diastases et certaines toxines est énorme 
et voisine de 19 000 atmosphéres ; 
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7° Les spores bactériennes sont les éléments vivants les 
plus résistants, et nous n’avons pas pu tuer celles que nous 
avons étudiées, méme en les soumettant a 20.000 atmosphéres 
(B. subtilis). 

Les résultats fournis par les expériences & l'aide des ultra- 
pressions permettraient done d’aiguiller les recherches lors- 
qu’on cherche & préciser la nature d’un phénomene biologique 
ou pathologique. 

Les toxines microbiennes sont ainsi, par les ultra pressions, 
rapprochées, une fois de plus, des diastases. 

Les agents de la lyse microbienne transmissible (hactério- 
phages) ne paraissent pas pouvoir étre assimilés & des diastases 
présentes dans les filtrats microbiens actifs, car les facteurs 
lysogénes sont beaucoup plus sensibles aux ultra-pressions que 
toutes les diastases étudiées; cette sensibilité est, par ailleurs, 
comparable & celle des virus invisibles, 

Les cancers de greffe ne sont plus transmissibles lorsque le 
greffon a été soumis a une ultra-pression trés faible (1.800 atmo- 
sphéres) qui serait incapable d’inactiver ’un quelconque des 
microbes ou des virus invisibles que nous avons étudiés. Ce 
fait n’est pas en faveur de ’hypothése qui admet comme agent 
causal de ces cancers un virus invisible. Le sarcome de Rous 
dela poule, comme le papillome de Shope du lapin, qui sont liés 
a des agents fillrables, sont, contrairement aux autres néo- 
plasmes que nous avons étudiés, encore transmissibles par des 
greffons pressés & 2.000 almosphéres (sarcome de Rous) et 
méme 4.000 atmosphéres (papillome du lapin). Ces tumeurs ne 
sont plus transmissibles lorsque les pressions sont supérieures 
et atteignent, par conséquent, celles qui détruisent certains 
virus invisibles et certains bactériophages. 

Quelques études sur limmunité nous ont en outre montré 
que la spécificité antigéuique des bactéries, des virus invisibles 
et des toxines microbiennes était détruite par les ultra-pres- 
sions, si bien qu’il n’est pas possible de préparer des vaccins en 
inactivant simplement les bactéries, les virus ou les toxines 
par action des ultra-pressions. 

La spévilicité anaphylactique d’un sérum est modifiée par 
pression (4.500 atmospheres). Les antitoxines contenues dans 
un sérum antitoxique ne sont pas atténuées par des pressions 
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méme notablement supérieures a celles nécessaires pour 
modifier la spécificité anaphylactique du sérum, si bien que 
l’on peut penser A l'utilisation de sérums thérapeuliques pressés 
pour éviter des accidents anaphylactiques lors d'une deuxieéme 
application de la sérothérapie A un malade sensibilisé par une 
injection ancienne de sérum. 


Coy 
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LES REACTIONS SEROLOGIQUES 
DUES AUX EUGLOBULINES 


par V. CHORINE. 


I 


LA REACTION DE HENRY 


La réaction proposée par Henry [54], en 1927, pour le diagnos- 
tic du paludisme est & lheure présente bien connue et partout 
acceptée. Elle est basée sur la propriété que posséde le sérum 
paludéen de floculer en présence de mélanine en milieu de 
faible concentration moléculaire. La mélanine s’extrait de la 
choroide des yeux de beouf dilacérée dans l'eau distillée et 
additionnée de formol du commerce & raison de 1 p. 200. Une 
fois débarrassée par centrifugation de tous débris de tissus, 
lopacité de la suspension est ramenée & un titre tel que, 
diluée a1 p. 10 dans Vean distillée, elle marque 48°-49° au 
photométre de V. B. Y. Enfin, pour l’usage, on titre sur 
sérum paludéen la suspension de mélanine par rapport & un 
échantillon connu. 

On dilue la mélanine au dixiéme dans deux tubes contenant 
lun de l’eau distillée, l'autre de leau salée & 3 p. 1.000. A 
1 cent. cube de chaque dilution de mélanine, on ajoute 0c c. 2 
du sérum 4 examiner. On utilise en méme temps deux tubes 
témoins contenant l’un de l’eau distillée, l’autre de l'eau salée, 
formolés au méme titre. Henry alcalinise l’eau distillée et 
ceo Nome 
Veau salée qu'il emploie par la soude joo 2 faison de 0:c..c. 25 
p- 100 cent. cubes. Cette alcalinisation est tout illusoire, car 
le CO? de lair neutralise une lelle proportion de soude en 
quelques heures. D’ailleurs cette technique s’est montrée ins- 
sulfisante dans certains cas; Henry a été obligé de la modifier 
a plusieurs reprises. 
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Les réaclions positives se manifestent par une ffoculation 
plus ou moins abondante de la mélanine. Souvent le tube 
témoin & l'eau distillée flocule aussi, mais ordinairement moins 
que le sérum additionné de mélanine. Dans ce cas, on ne lit 
que les tubes préparés avec l’eau salée dont le témoin, sauf 
dans quelques cas trés rares, reste clair. 


NATURE DE LA R®ACTION. 


Tutorte pe Henry [54]. — Quand Henry imagina sa réaction, 
il partit de cette idée que le pigment mélanigue que l’on trouve 
dans l’organisme des paludéens joue le rdled’antigéne et amene 
la formation d’anticorps qui précipiteraient la mélanine. Le 
Bourdellés a beaucoup contribué & développer cette théorie. 


I. — Les anticorps ne sont pas en jeu dans la réaction. 


Quand nous avons commencé nos études sur la réaction, 
nous avions acceplé l'idée de Henry sur la nature spécifique de 
la réaction, mais nous avons di trés vile l’abandonner. 

1° La mélanine ne posséde de propriété antigeéne que chez 
les albinos. En collaboration avec Gillier [25], nous avons 
inoculé des lapins de pelage coloré avec une suspension de 
mélanine provenant des yeux de beuf ou du sarcome méla- 
nique du cheval, celle-ci convenant d’ailleurs aussi bien que 
l'autre pour la réaction de Henry. Aprés une dizaine d’injec- 
tions intraveineuses chez des lapins, péritonéales chez des 
lapins et des cobayes, Ja réaction se montra constamment néga- 
tive. Greig, van Rooyen et Hendry [50] ont contirmé nos 
expériences & cet égard. vec 

La mélanine ne posséde done pas de propriété antigéne. 
Kritchevsky et Rubinstein [54] ont voula lui altribuer un role 
d’hapténe dont ils auraient vérilié la réalité aprés préparation 
de lapins et d’oiseaux (linottes et serins) avec un mélange de 
sérum de pore et de mélanine. Nous avons vainement répeté 
les expériences de Kritchevsky et Rubinstein sans réussir a les 


confirmer. 
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Adant [2] a obtenu une sensibilisatrice spécifique en se 
servant de lapins albinos, observation indiquant que la méla- 
nine devient antigéne quand elle manque chez les animaux 
d’expérience. 

Dailleurs, le pigment paludéen différe absolument de la 
mélanine. Il provient de l’attaque par le parasite de la molé- 
cule d’hémoglobine, tandis que la mélanine dérive de substances 
protéiques, méme non chromogénes. II ne peut done exister 
aucun rapport immunologique entre ces deux substances. 

Trensz [94], méme avec l’hémozoine extraile de la rate et du 
foie de paludéens morts d’accés pernicieux, n’a pas pu proyo- 
quer apparition d’anticorps. 

S'il fallait Wautres faits pour confirmer la non-spécificité de 
la réaction, nous n’aurions pas de peine & en fournir. 

2° En collaboration avec M''*Koechlin [29] nous avons constaté 
que la réaction de Henry varie de jour en Jour pour un méme 
sérum sépiré du caillot, tandis que le maintien du sérum sur 
le caillot stabilise relativement les propriétés de celui-ci dont 
Vactivité floculante s'atténue lentement et progressivement. La 
lecture des chiffres d’opacité au photométre V.B.Y. pour un 
sérum normal suit d’ailleurs une courbe identique, mais d’am- 
plitude moindre. 

3° Les anlicorps exigent un certain temps pour se former. 
Or, nous avons constaté [24] que la réaction & la mélanine 
apparait chez les paralytiques généraux trois a sept jours aprés 
Vimpaludation par injection de sang palustre, souvent méme 
avant le premier accés. Des constatations analogues ont été 
faites par Alcay, Cottoir et Marill, en Algérie [4]. 

4° Il convient surtout de faire ressortir l’inhibition de la 
réaction par les sels neutres & une concentration bien inférieure 
& celle qui inhibe l’action des anticorps. La réaction de Henry 
ne se produit que dans eau distillée ou les solutions salines 
faibles; elle est entravée dés que la concentration moléculaire 
dépasse 3 a 4 grammes de Na(‘l par litre. Malgré toute les 
modifications de technique apportées soit par Henry, soit par 
d'autres auteurs, on n’a pas réussi & reproduire la floculation 
d’un sérum palustre par la mélanine dans un milieu isoto- 
nique, sans utiliser des produits chimiques précipilants les 
globulines. 
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Nous pourrions ajouter a ves arguments d’autres encore qui 
nous sont fournis par des expériences que nous exposerons 
plus loin et dont les résultats ne sont pas d’accord avec la spéci- 
ficité de la réaction de Henry. Ici, nous n’en avons relaté que 
quelques-uns qui nous paraissent suffire & démontrer que les 


anticorps spéciliques ne sont pas en jeu dans la réaction de 
Henry. 


Il. — Réaction de Henry et floculation dans l'eau distillée. 


Henry a remarqué que les sérums de paludéens sont souvent 
instables dans l’eau distillée et y floculent parfois en dilution 
a1 p.5. Comme la mélanofloculation est faite dans des solu- 
tions hypotoniques, il utilise pour la réaction des solutions 
salines de 0,5 a 3 p. 1.000 de NaCl qui n’ont pas le méme 
inconvénient. Le parallélisme de ces deux floculations a frappé 
plusieurs observateurs et Trensz suppose qu il existe entre 
elles un lien de parenté {89}. Nous avons ¢étulié de plus prés 
le rapport qui existe entre ces deux phénoménes. 

Pour ces expériences, nous avons pris un sérum de paludéen 
trés positif 4 la mélanine el nous avons pratiqué une série de 
réavtions dans des solutions de plus en plus concentrées en 
NaCl. La premiére réaction a été faite en eau distillée et les 
autres dans l'eau salée, la deuxiéme & 1 p. 1.000, la troisiéme 
& 2 p. 1.000, la quatriéme a 3 p. 1.000, etc.,jusyu a 10 p. 1.000. 
Le grapbique suivant exprime les résultats obtenus. L’expé- 
rience répétée avec de nombreux séiums s’est comportée de 
méme. 

En examinant les courbes, on constate, que le sérum flocule 
dans Veau dislillée ou salée sans étre additionné de mélanine 
et que les deux floculations suivent la méme marche. Mais 
la floculation & la mélanine est toujours plus marquée que la 
floculation dans l’eau pure a la méme concentration. La raison 
en est que la mélanine, dont la masse s’associe a la flocula- 
tion préexistante, la rend plus apparente. Si nous désignons 
la floculation & la mélanine par la lettre A et Ja floculation 
dans l’eau distillée par Ja lettre B, nous constatons que |’écarte- 
ment de ces deux lignes va en diminuant, mais jusqu’d un 
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cerlain point seulement. La floculation dans l’eau distillée 
décroit d’intensité progressivement avec l’augmentation de la 
concentration moléculaire et les flocons deviennent de plus en 
plus petits. Chacun d’eux retenant de moins en moins de méla- 
nine, les deux réactions se rapprochent lentement comme 
intensité et les courbes deviennent paralléles. Ce parallélisme 
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Fic. 1. — La courbe supérieure A représente la floculation du sérum dans 
Veau salée additionnée de mélanine; la courbe inférieure B, la floculation 
dans le méme solvant sans mélanine. En ordonnées, nous avons porté le 
degré photométrique ; en abscises, la concentration de la solution en 
NaCl. Sur les deux courbes nous ayons marqué deux points M et N, 
limile inférieure de la floculation appréciable macroscopiquement. Nos 
deux courbes ne peuvent étre correctement établies que si la floculation 
dans l’eau dislillée n’est pas trés forte parce qu’alors lopacité est telle 
que Veil n’est plus 4 méme d’apprécier une différence entre les deux 
réactions. 


“commence sur notre graphique en D, mais il est évident que 
si Pécart au départ est moindre, la limite D se rapproche de la 
‘ligne des ordonnées. L’écart permanent fdes lignes A et Ba 
‘droite de D tient & l’opacité propre de la mélanine. 

‘ Pour avoir des résultats nets, il faut s’adresscr A un sérum 
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qui ne flocule pas avec trop d’intensité, car lorsque les chiffres 
d’opacité du mélange relevés au photométre dépassent 300 avec 
écrans Wratten «70 et O-A, le précipité formé adhére partiel- 
lement au verre; d’autre part, la taille des grains s’oppose A 
une suspension homogéne et les chiffres de la lecture varient 
grandement avec les moyens employés pour mélanger le contenu 
du tube. 

La réaction 4 la mélanine est encore visible entre les deux 
paralléles N et M, alors que la floculation dans l’eau salée 
sans mélanine n'est déja plus appréciable macroscopiquement. 
Mais, comme |’indique le graphique, en décroissant, elles restent 
encore aisément perceplibles au photométre V. B. Y. L’écar- 
tement des deux courbes reste & peu prés constant; par 
conséquent, les deux floculations sont pareillement influ- 
encées par la concentration moléculaire et non pas l’une 
seule d’entre elles comme porterait a le croire la réaction 
macroscopique. 

Henry considére la floculation dans l’eau distillée comme un 
phénomeéne lout différent de la mélanofloculation; c’est pour 
cela qu’il a cherché & neutraliser l’action de l’eau distillée en y 
ajoutant des sels neutres. Dans notre graphique, la floculation 
3’ la mélanine devient invisible au dela de M, et la réaction 
dans ce cas est considérée comme négalive. La floculation dans 
Veau distillée visible macroscopiquement en deca de N doit, 
d’aprés Henry, étre considérée comme non spécifique. Dans la 
zone de concentration variant de N a M, la mélanine flocule 

apparemment seule, et, sans le secours d’un appareil optique 
tel que le photométre de V.B. Y., on serait porté a croire que la 
floculation dans l'eau distillée est seule entravée par |’élévation 
de la concentration et que les deux réactions sont indépen- 
dantes l'une de l’autre, mais il n’en est rien. I] est évident que 
la floculation de la mélanine n’est pas plus spécifique entre M 
et N qu’en deca de N. En réalité, si au Jieu de s’en tenir au seul 
secours de I|’ceil, on emploie un appareil plus délicat comme le 
photométre V. B. Y., on s’apercoit que la réaction 4 la mélanine 
est encore manifeste aprés le point M, de méme que la flocula- 
tion dans |’eau distillée persiste au dela de N. Au total, comme 
Vindique le parallélisme des courbes, la mélanofloculation 
n’est pas autre chose qu'une floculation dans leau distillée, 
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rendue plus apparente par addition de mélanine. En mesurant 
la Ld x Ld ’ 
l'une, on connait le comportement du sérum vis-a-vis de l’autre. 


FLOcULATION DANS L’EAU DISTILLEE. — L’intensilé varie d’un 
sérum & l'autre. Il arrive souvent qu'un sérum de paludéen 
flocule apparemment trés peu dans |’eau distillée quand on le 
dilue & 1 p. 5 comme dans la 
réaclion de Henry. Dans ce 
cas, la floculation & la méla- 
nine est seule macroscopique- 
ment perceplible; mais en di- 
lution a1 p. 10 tous les sérums 
paludéens floculent dans l'eau 
distillée comme nous l’avons 
constaté en collaboration, soit 
avec Prudhomme, soit avec 
Me Keechlin [26, 27]. 

Le mélange plus riche en 
sérum donne des résultats 
inconstants et les mélanges 
moins riches des floculations 
moins spécifiques. 

L’intensité de la floculation 
a été mesurée au pholométre 
V.B.Y., d@aprés la technique 
suivante : une premiére lec- 
ture faite aussitdt apres le 
mélange de sérum et d'eau 
distillée donne la valeur de 
lopacité de ce mélange. Au 


Sewums 
ve 
Yala-azar 


Serums Sewms 


Sevums 
norma wx syphilitiques poludeens 


Tic. 2. — L’intensité de la flocula- 
tion dans l’eau distillée des divers 
sérums normaux et pathologiques. 
Le graphique a été établi sans 
prendre en considération les quel- 
ques rares sérums exceptionnels. 


bout de trois heures de séjour 
a l’éluve a 37°, et ensuite de 
vingt minutes a la tempéra- 
ture du laboratoire, on pro- 
céde & une seconde lecture. 
Celle-ci indique la nouvelle 


valeur de l’opacité. La différence entre les deux chiffres observés 
donne l’intensité de la floculation. Il est & remarquer que le 
chilfre de la premiére lecture est & peu prés le méme pour tous 


‘ 
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les sérums que nous avons essayés et est compris entre 145 
et 165. 

Nous avons représenté les résultats dans le graphique ci-dessus 
qui a été construit d’aprés les données fournies par l’examen 
de 354 sérums : 158 sérums normaux, 130 sérums syphilitiques 
et 66 sérums paludéens. 

Les sérums normaux floculent faiblement; pour 151 sérums, 
Vintensité de la réaction était au-dessous de 10, pour 6 autres, 
entre 10 et 15, et pour un seulement elle était de 21. 

Les sérums syphilitiques floculent déja sensiblement plus. 
Si 105 de 130 sérums ont présenté une floculation au-dessous 
de 10, 12 sérums floculaient entre 10 et 15, et 13 a plus de 15. 

Les sérums paludéens prélevés en dehors de l’accés ont tous 
présenté une floculation au-dessus de 10. 60 sérums sur 66 ont 
donné une floculation comprise entre 20 et 115, 3 entre 15 et 
20 et les 3 derniers entre 10 et 15. 

Il est superflu d’ajouter que la réaction de Henry 4 la mélanine 
fournit des indications tout 4 fait comparables dés que la flocu- 
lation dans l’eau distillée dépasse 15-20. 

En résumé, les sérums normaux, syphilitiques et paludéens 
mélangés au dixieéme avec l’eau distillée se distinguent nette- 
ment les uns des autres par |’intensité de la floculation. 

Les sérums normaux ne floculent pas ou floculent peu. 

Les sérums syphilitiques floculent légérement dans |]’eau 
distillée et Klausner a proposé d’utiliser cette propriété pour le 
diagnostic de la syphilis. En collaboration avec Prudhomme, 
nous avons constaté que, si la plupart des sérums syphilitiques 
floculent légérement lorsqu’ils sont dilués au dixiéme dans l’eau 
distillée, ils ne floculent pas tous. La zone de floculation, dans 
l'échelle d’intensité, est neltement au-dessous de celle des 
sérums paludéens et empicte, mais rarement, sur celle-ci. Dans 
ce dernier cas, il s'agit de sérums syphililiques positifs & la 
mélanofloculation. Elle empiéte aussi, d’autre part, sur la zone 
de floculation des sérums normaux. 

Les sérums paludéens floculent avec intensité. Les sérums 
de Kala-azar se troublent presque instantanément et donnent 
par cetle méthode des chiffres trés élevés, souvent méme 
Vopacité trop forte du floculat interdit dés le début toute lecture. 
Si la premiére lecture permet denoter un chiffre, il peut arriver 


86 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


que celui de Ja deuxiéme lecture soit inférieur : c’est que le 
floculat adhérant au verre du lube ne figure plus dans la cellule 
du photométre. Pour éviter cet inconvénient, il convient d’agiter 
de temps en temps les tubes pendant leur séjour 4 l’étuve. 

Nous tenons & souligner que la mélanofloculation suit fidéle- 
ment la floculation dans l'eau distillée et qu'il est impossible de 
trouver un sérum posilif & la mélanine qui ne soit en méme 
temps instable dans l’eau distillée. 

L’expérience suivante, faite par Prudhomme {84] sur notre 
conseil, est & cet égard trés démonstrative. D’un sérum palustre 
trés instable dans l’eau distillée et y floculant a la dilution de 
1 p. 5, on sépare le floculat par centrifugation. Le liquide surna- 
geant, limpide, additionné de mélanine, ne manifeste plus aucune 
tendance a la floculation. Les substances actives ont été précipi- 
tées parl'eau distillée. Sil’on reprend le précipité par une quantité 
d’eau physiologique égale 4 la quantité de sérum employé, on 
obtient un liquide de méme valeur réactionnelle que le sérum 
primitif et qui, aux mémes doses que lui, donnera lieu & une 
floculation trés intense soit a l'eau distillée, soit & la mélanine. 

Cette dilution du précipité en eau physiologique se comporte 
exactement comme le sérum d’ot il provient, car si, comme le 
fait Henry, nous en mettons 0 c. c. 2 pour 4 cent. cube d’une 
solution saline a 2-4 p. 1.000, la mélanine flocule, alors que le 
tube témoin sans mélanine reste clair. 

D'autres sérums paludéens sont plus stables et ne floculent 
pas en dilution 4 1 p. 5 dans Veau distillée, mais floculent 
toujours en présence de mélanine ; dilués au dixiéme, ils se 
troublent plus ou moins et, comme dans l’expérience précé- 
dente, on peut récupérer un précipité actif. 

Les sérums normaux ne floculent pas dans l’eau distillée 
additionnée ou non de mélanine. Mais, comme ci-dessus, il est 
possible d’obtenir un précipilé actif en les diluant a 4 p. 40, & 
1 p. 50, et méme parfois plus. 

Kn définitive, il n’existe qu'une distinction quantitative entre 
les sérums paludéens trés instables et les sérums normaux. 
Les premiers précipilent & une dilution beaucoup plus faible 
que les autres. Il en résulte qu’on peut prévoir la répouse a la 


mélanine en mesurant exactement la floculation du sérum 
dans l'eau distillée. 
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ROLE DE LA MELANINE DANS LA RGACTION. 


Nous avons vu dans le paragraphe précédent que le principe 
actif de la réaction n’est pas la mélanine, mais |’cau distillée. 
C'est l'eau distillée qui provoque la doculsian du sérum dans 
la réaction de Henry. Les grains de mélanine s’attachent aux 
flocons de sérum et rendent la précipitation plus apparente. Le 
seul mérile que la mélanine posséde est de permettre la lecture 
de la réaction 4 ceil nu quand, pour certains sérums, la flocu- 
lation dans leau distillée est faible. Elle joue done le réle 
d’‘indicateur, mais cetle opinion n’est pas généralement acceptée 
et il faut la discuter. 

Que la mélanine seule soit incapable de produire un change- 
ment quelconque dans le sérum des paludéens, on le voit par 
le fait que ce sérum pur ou dilué dans des solutions isotoniques 
de sels neutres et additionné de mélanine reste sans change- 
ment. Mais il suffit de produire une précipitation méme discréte 
de certaines fractions protéiques du sérum pour que la méla- 
nine commence 4 exercer son action en rendant la floculation 
plus apparente. Dans la réaction de Henry, cette précipitation 
du sérum est provoquée, comme nous l’avons vu, par l’eau 
distillée. 

Mais elle peut élre produite par n’importe quel agent ae 
sique ou chimique qui entraine la précipitation des mémes 
fractions de protéines sériques, que ce soit en milieu isotonique 
ou méme hypertonique. En effet, une dilution du sérum & 
2 p. 10 dans l'eau physiologique a 8,5 p. 1.000, ajustée & pH 
5,4 reste claire; mais si on y ajoute de la mélanine ou certains 
autres colloides, elle flocule. Ce résultat est obtenu non seule- 
ment avec les sérums de paludéens mais aussi avec presque 
tous les sérums normaux. Le mécanisme de cette réaction est 
le suivant: on sait, d’aprés Vlés et Coulon [400] que le sérum 
possede trois points isoélectriques, l'un compris entre pH 9,0 et 
12,0, lautre a environ pH 5,4 et le troisitme au-dessous de 
pH 5,0. En opérant a pH 5,4-5,5 on se trouve précisément a 
Vun des trois points ou la stabilité d’une des fractions protéiques 
passe par un minimum et oti l’addition de substances colloi- 
dales, de certains sels ou de suspensions diverses suffit a 
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déclencher la floculation. 5,4 étant le point Je plus constant des 
points isoélectriques, on comprend que, dans l’expérience, 
presque tous les sérums répondent positivement [33]. 

Les solutions de sels acides & ce pH donnent des résultats 
analogues, comme l’a vu Trensz [92], avec une solution de 
phosphate monobasique d’ammonium & 10 ou 15 p. 1.000. Nous _ 
avons constaté que le sérum flocule toujours, méme dans des 
solutions hypertoniques de phosphates & 5 et 10 p. 100. Seule 
agit la concentration en ions hydrogéne. 

Il est évident qu’on peut imaginer toute une série de cas ot 
la réaction & la mélanine se montre positive en ulilisant un 
précipitant quelconque de protéines actives. C’est ainsi que 
Trensz{97], en additionnant un sérum positif non dilué d’une 
faible dose d’acide phénique et de mélanine solubilisée, observe 
une floculation plus ou moins intense. Nous avons répété cette 
expérience 4 l’aide de mélanine non dissoute et nous avons 
obtenu comme lui un résultat positif. Ici, le facteur actif n’est 
point la mélanine, mais le phénol. L’opacification, car nous 
n’avons jamais observé de véritable floculation, apparail avec les 
sérums paludéens, mais plus nettement encore avec les sérums 
tuberculeux faciiement précipitables par les phénols. Si, au lieu 
de mélanine, on se sert de carmin Iégérement phéniqué, on 
obtient une floculation, ou mieux, une opacificalion identique 
a celle de Trensz. Cette observalion prouve sans conteste que 
élément actif dans cetle réaction est non pas la mélanine, 
mais l’acide phénique, la mélanine n’intervenant yue pour 
intensifier la précipitation préexistante. La seule conclusion 
qu’on puisse tirer de cette expérience, c’est que les sérums 
paludéens, comme les sérums tuberculeux, sont plus facilement 
précipitables par les phénols que les sérums normaux. 

Linstabilisation ou la précipitation préalable de certaines 
fractions protéiques du sérum importe seule dans toutes ces 
réaciions dont on pourrait multiplier le nombre & |’infini. 

Mais on n’est aulorisé 4 désigner aucune d’entre elles sous le 
nom de réaction de Henry, car elles n’ont avec celle-ci qu’un 
point commun: la précipitation de Ja mélanine ou de tout autre 
indicateur. 

Nous avons vu plus haut que le carmin est susceptible de 
jouer dans une réaction d’opacification le méme role que ja 
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mélanine. Ce méme corps est utilisable dans la réaction a l’eau 
distillée ; il n’est d’ailleurs pas seul, un grand nombre d’autres 
corps se montrent sensiblement équivalents. Toutes les sub- 
stances a poids moléculaire élevé, colloidales ov pulvérulentes 
pourraient étre utilisées 4 condition d’avoir une certaine affi- 
nité pour les euglobulines et de présenter une charge élec- 
trique qui, d’aprés Prudhomme [80], doit étre négative pour 
un pli de 7a 9. Il convient aussi que les solutions ou suspen- 
sions en soient d’une faible concentration moléculaire et sensi- 
blement neutre. 

Tous ces corps qui intensifient ou plus exactement rendent 
visible un phénoméne souvent inapparent mérilent bien le nom 
d'indicateurs. Le choix d’un indicateur est important, car les 
résultats obtenus avec des indicateurs diflérents ne sont pas 
forcément comparables. Nous avons déja dit que l'indicateur 
doit étre neutre, de concentration moléculaire faible pour ne 
pas géner Ja précipitation des euglobulines et autant que pos- 
sible inerle pour éviter des réactions surajoutées avec les pro- 
téines sériques et les sels utilisés. Evidemment, les réactions 
ne seront pas identiques dans un mélange sérum -++ sels miné- 
raux -+ colloides étranger et dans un mélange sérum --sels 
minéraux -+ substance inerte. En réalité, il n’existe pas de 
substances tout & fait inertes, car loutes interviennent plus ou 
moins dans les réactions. Si on se reporte au travail de Fau- 
bregoule [43] qui a pratiqué la réaction pour le paludisme par 
la méthode de Henry et celle de Trensz, on constate une diffé- 
rence parfois assez nette dans les résultats obtenus. Cette diffé- 
rence ne peut étre expliquée que par l’existence des réactions 
secondaires qu'un indicateur peut engendrer dans un mélange 
protéinique complexe. Ces réactions ne jouissent pas d’un carac- 
tére spécifique, la diversité des résultats obtenus lindique 
surabondammient. 

On yoit qwil est possible de trouver plusieurs centaines de 
réactions pour le paludisme en utilisant l’une ou l'autre de 
des substances indicatrices. La plus pratique est sans doute la 
suspension de carmin qui peut étre trés facilement préparée 
dans n’importe quel laboratoire, méme trés mal outillé. 
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M&cANISME CHIMIQUE DE LA REACTION. 


Nous avons étudié ce mécanisme en détail ailleurs [25]. Nous 
nous bornons ici a le résumer briévement. Comme la réaction 
de Henry ne dénonce que l'instabilité du sérum dans l’eau dis- 
tillée, il en résulte que tous les facteurs tendant a sensibiliser ou 
au contraire & stabiliser le sérum devant l’action de eau distil- 
lée, doivent inlervenir dans la réaction. Parmi les substances qui 
favorisent la réaction, il faut citer en premicr lieu les euglobull- 
nes, dont le rélea été entrevu pour la premiére fois par Gille [46 | 
et Trensz. Tous les auteurs sont & présent d’accord pour recon- 
naitre que l’augmentation des cuglobines est le facteur prin- 
cipal de la réaction. La discussion persiste encore sur l’identité 
des euglobulines extraites du sérum normal et celles qui existent 
dans le sérum paludéen. D’aprés Trenz [93j, les euglobulines 
paludéennes se comportent trés différemment des euglobulines 
normales dans la réaction 4 la mélanine. Nos, expériences 
ne nous ont pas permis de trouver une dillérence nette entre 
ces deux substances. Un sérum enrichi en euglobulines nor- 
males ou en euglobulines paludéennes flocule de méme maniére 
avec la mélanine. Ce qui importe, c’est la quantité de ce corps 
introduit dans le sérum. Si Ja dose est petite, la floculation dans 
l’eau distillée est faible et souvent invisible sans addition d’indi- 
cateur. Un tel sérum donne une réaclion lypique sans « surflocu- 
lation ». Sila dose d’euglobulines additionnées est plus forte, une 
« surfloculation » se manifeste avec plus ou moins d’intensilé. 

Si les euglobulines agissent sirement dans la réaction, elles 
ne sont pas les seules a intervenir, car le lavage & |’éther d'un 
sérum positif affaiblit sensiblement la réaction. Nous avons 
constaté que |'éther n’agit, ni par abaissement de Ja tension 
superficielle [36], comme le pensent Benhamou et Gille [7], ni 
par altération des eugiobulines, il enléve seulement une partie 
des substances actives qui appartiennent soit & la série des 
lipoides, soit aux cholestérols. [l existe ici une contradiction 
apparente entre ce que nous avangons et ce qu’on sait relati- 
vement a la diminution du taux de la cholestérine au cours du 
paludisme et d’autre part, a la stabilité des sérums riches en 
cholestérine en présence de l'eau distillée. Cela tient & ce que 
normalement ces corps se trouvent dans le sérum en plus grande 
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partie sous forme des complexes lipo-protéiniques souvent 
solubles dans ]’eau distillée (67, 84]. L’expérience nous conduit 
& almettre qu'il doit y avoir une modification de certains 
complexes lipo-protéiniques au cours du paludisme, et ce n’est 
pas tellement la quantité de cholestérine et de graisses qui 
importe, mais la forme sous laquelle se trouvent ces corps dans 
le sérum. II est évident que d’autres substances qui peuvent 
rendre le sérum instable, inlerviennent aussi dans la réaction, 
mais la quantité en est trés faible et elles ne jouent qu'un 
role secondaire comparativement & celui des euglobulines et 
des lipoides. 

Parmi les substances qui entravent la réaction, il faut mettre 
en premiére ligne les sérines: et de fait, nous savons que le plus 
souvent au cours du paludisme le taux des sérines s’abaisse en 
concomitance avec l’augmentation des euglobulines. 

Les pseudoglobulines n’interviennent presque pas dans la 
réaction. 

La concentration moléculaire est un facteur important de la 
réaction, car c’est l’abaissement de la teneur en sels minéraux 
qui produit la précipitation des euglobulines. 

En résumé, la réaction de Henry dénote un déséquilibre lipo- 
protéinique du sérum dont les facteurs sont d’abord l’augmen- 
tation des euglobuline, puis Ja diminution des sérines, et enfin 
la présence des graisses et de la cholestérine libres ou incluses 
dans des complexes insolubles dans l’eau distillée. 


CHAUFFAGE DU séruM [24]. 


Les sérums positifs de paludéens chauffés & 55° pendant une 
demi-heure cessent de floculer dans l’eau dislillée formolée et 
de ce fait la mélano-floculation se trouve entravée. Les sérums, 
rendus positifs par addition de globulines deviennent aussi 
négatifs apres avoir élé chauffés dans les mémes conditions, 
comme nous le voyons d’aprés les chiffres ci-dessous : 


REACTION REACTION 
en en 
eau distillée eau salée 


SSrim MOLMAl pees ieet Gols eeai> elie hs see) sp sll 42 
Sérum --¢globulines.. . 425 .- 22s 2 a> 89,5 
Sérum + globulines, chauffés.......... 44,5 
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Nous avons indiqué précédemment que la concentration 
moléculaire du sérum, pas plus que la quantité de diverses 
protéines sériques ne varient au cours d'un chauffage d'une 
demi-heure 4 55°. On sait aussi que les globulines ne sont pas 
altérées a cetle température. 

Pour tenter de savoir & quoi est due cette stabilité du sérum 
chauflé, nous prenons un sérum normal dont une partie est 
chauffée a 55° pendant une demi-heure ef nous ajoutons 
10 grammes par litre de globulines dans l’an et dans l’autre. 
La réaction dans l'eau distillée pratiquée avec le sérum normal 
est égale & 41°. Apres l'addition de globulines, elle passe & 69°. 
Pour le sérum chauffé, on a respectivement 34° et 43°. Dans le 
premier cas, le degré photométrique de la réaction présente 
une dilférence de 28°; dans le deuxiéme cas, seulement de 114°. 

Les globulines incorporées dans le sérum chaulfé précipitent 
done plus difficilement sous l’action de l'eau distillée. 

ll résulte de cette expérience qu'une méme quanlité d’euglo- 
bulines incorporée dans nos deux sérums y produit des effets 
tout différents. Cette observation ne permet pas d’accepter 
Vhypothése de Trensz qui veut que, dans le sérum enrichi par 
des euglobulines, ce soient les euglobulines ajoutées qui seules 
précipitent, le reste du sérum n’intervenant pas dans la 
réaction. 

Nous avons fini par découvrir avec Prudhomme la cause la 
plus importante de cette paralysie de Ja réaction. Elle est due 
& Valcalinisation du sérum par départ de CO® sous l’influence 
du chauffage. I] suffit de ramener par addition de CO? le pH du 
sérum chauffé a ce quil était avant vhauffage pour que ce 
sérum flocule de nouveau avec la mé¢me intensité qu’aupara- 
vant. Cette expérience démontre que le pH joue un role d’une 
importance primordiale et que la zone de pH ou se produit la 
floculation est bien plus restreinte qu’on ne pouvait le sup- 
poser d’aprés les expériences de Trensz : de 5,44 9. 


TECHNIQUES DE LA REACTION. 


D'apres tout ce que nous savons de la réaction de Henry, 
Vapplication cliniyue s’en trouve légérement moiifiée. Au 
point de vue technique, il revient au méme de mesurer la 


ee 
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floculation du sérum en eau distillée pure ou additionnée de 
divers indicateurs. Nous donnerons ci-dessous les diverses 
méthodes employées et linterprétation qu’on en peut tirer. 


REACTION AVEC INDICATEURS. 


L’utilisation d’indicateurs trouve sa raison d’étre dans les 
laboratoires qui ne possédent pas de photométre. 

Parmi les nombreuses substances proposées par les divers 
auteurs : mélanine des yeux de beeufs non dissoute. ou dissoute 
par lantiformine (Henry) [54], ou par action alternative de 
soude et d’acide (Trensz) [91], la mélanine de cheval dissoute 
ou non (Henry, Greig, Van Rooyen, Hendry) [50], celle de seiche 
(Livierato, Vagliano et Constantakato) [64], la mélanine arti- 
ficielle (Villain et Dupoux) [99 67s], lalbumininate de fer, 
le métharfer de Bouty (Henry) [54], le bleu de méthyléne, le 
rouge de phénol, le rouge de méthyle (Greig, Hendry et Van 
Rooyen) (50), l’émulsion microbienne ou tout simplement la 
suspension du carmin dans l'eau distillée (Prudhomme) [80], 
deux présentent un intérét pratique, ce sont la mélanine 
extraite des yeux de beeufs non dissoute qu’Henry utilise pour 
sa réaclion de longue date, dont la valeur a été vérifiée & peu 
prés dans tous les pays, et la suspension de carmin. La méla- 
nine présente l’inconvénient d’étre d’une préparation et d’un 
titrage délicats. Cest pou quoi nous croyons que le carmin 
pourra remplacer avantag' usement la mélanine dans les labo- 
raloires ot la préparation de celle-ci est dilficile 4 réaliser. 

Parmi les autres indicateu's, certains sont d’une prépa- 
ration encore plus délicate sans présenter un avantage quel- 
conque sur la mélanine d'Henry ; certains autres se sont 
montrés moins sensibles et sont pratiquement abandonnés. 
Le carmin posséde l’avantage in !éniable d’étre d'une prépara- 
tion trés facile méme pour les laboratoires les plus mal outillés. 

Voici la technique de la réaction au carmin qui ne différe de 
celle de Henry que par l'indicateur : 


4° PREPARATION DE LA SUSPENSION DE CARIN [80]: Environ 
0 gr. 5 de carmin R.A.L. n° 40 finement broyés dans un mor- 
tier sont agités forlement pendant cing minutes dans un ballon 
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a perles, & sec. On ajoule alors 1 cent. cube d'eau distillée et 
on agite & nouveau deux minutes. Au bout de ce temps, on 
additionne encore le mélange d’eau distillée (25 cent. cubes) et 
on le secuue encore vivement pendant deux minutes. La sus- 
pension est centrifugée doucement pendant une minute pour 
éliminer les particules les plus grosses. Le liquide surnageant 
est élendu d'eau distillée de telle sorte que, dilué au 1/10 i 
donne au pholométre une opacité de 30° plus forte que celle de 
la cuve remplie d’eau. 

Dans les laboratoires ne possédant pas de photométre de 
V. Y.B. on opére ainsi : on dilue 0 gr. 015 de fuchsine basique 
R. A. L. dans 100 cent. cubes d’alcool absolu; cette solution 
diluée dans l’eau distillée & raison de 0 c.c. 5 pour 10 cent. 
cubes d’eau donne la teinte, observée sur fond blanc, & laquelle 
doit étre ramenée la suspension de carmin diluée au 1/10 et 
qui alors correspond a une opacité pholométrique égale environ 
a celle de la préparation précédente. 

2° On alcalinise l’eau distillée en ajoutant a 100 cent. cubes 
eau, 0c.c. 25 de soude a 1/100 N. 

3° On prépare une solution de formol du commerce Aa 
1 p. 200. 

Ces solutions ne peuvent étre conservées que pendant une a 
deux semaines au maximum. 

Au moment de la préparation de la réaction, on prend deux 
tubes : dans le premier A, on met 8 cent. cubes d’eau distillée 
alcalinisée +-1 cent. cnbe de formol & 4 p. 200 +1 cent. cube 
de suspension de carmin. 

Dans le deuxiéme tube B, on place 9 cent. cubes d’eau dis- 
tillée alcalinisée +-1 cent. cube de formol a1 p. 200. 

Réaction. — Elle se fait dans deux tubes & hémolyse. 

Dans le premier on met 1 cent. cube du contenu du 
tube A; 

Dans le deuxitme, 1 cent. cube de la dilution du tube B. 

Les deux tubes sont additionnés de 0 ¢.c. 2 de sérum & exa- 
miner, bien mélangés sans produire de bulles d’air, bouchés au 
liege et mis a l’étuve 4 37° C pour trois heures. 

Retirés de l’éluve, on les laisse la température du labora- 
toire une demi-heure et on procéde a la lecture. 

Trois cas peuvent se présenter : 


Te ee 
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1° Des réactions trés positives : on voit une floculation plus 
ou moins abondante dans les deux tubes. 

2° Le tube témoin sans carmin reste clair; celui quirenferme 
le carmin présente une floculation plus ou moins apparente. Il 
y a réaction positive d’intensité moyenne. 

3° Les deux tubes restent tels qu'ils étaient au moment de 
la préparation et ne présentent aucune floculation. Ce sont des 
réactions négatives. 


TECHNIQUE DE LA REACTION SANS INDICATECR. 


x 


La réaction & l’eau distillée est d'une pratique trés simple, 
mais elle exige pour les lectures le secours du photométre de 
Vernes. 

Aprés plusieurs essais fails, soit avec Prudhomme, soit avec 
M' Koechlin [26, 27 et 34], nous nous sommes arrélé a la 
technique suivante qu'il est nécessaire d’appliquer rigoureuse- 
ment pour obtenir des résultats probants. 


1° Prise pE sanc. — Elle doit étre faite de préférence 4 jeun 
et en dehors de toute période fébrile. 


2° ConservaTION DU sanc. — La réaction doit élre pratiquée 
vingt-quatre heures aprés la prise de sang. Celui-ci doit étre 
conservé a la glaciére et le sérum n’étre séparé du caillot qu’au 
moment d’exécuter la réaction. Il ne faut utiliser que des 
sérums parfaitement liquides, débarrassés des globules rouges 
par centrifugation et non chauffés. 


3° PRATIQUE DE LA RéAcTION. — La verrerie doit étre chimi- 
quement pure, lavée au mélange sulfo-chromique. On se sert, 
pour chaque réaction de deux tubes 4 hémolyse. On met dans 
chaque tube 4 c.c. 8 d’eau distillée. Puis dans le premier, on 
ajoute 0 c.c. 2 de sérum a examiner; aprés avoir mélangé le 
contenu en évitant de produire de la mousse, on verse rapide- 
ment le mélange dans la cuve du photométre et on faitla premiere 
lecture. A ce moment on procéde de méme pour le deuxiéme 
tube. On a ainsi 2 tubes identiques qui se contrdlent l'un par 


lautre. 
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Il est indispensable d’opérer séparément sur les deux tubes 
parce que certains sérums floculent tres vite. C’est pour la 
méme raison que les lectures doivent succéder aussi rapidement 
que possible 4 | introduction du sérum pathologique dans le tube. 

Ensuite les tubes dans lesquels, aprés la lecture photomé- 
trique, a été reporté le mélange, sont bouchés au lige, placés 
a I’'étuve a 37°C pour trois heures. Retirés de l’étuve, on les 
laisse & la température du laboratoire pendant vingt minutes 
et l’on procéde & la deuxiéme Ivcture du photométre. Le chiffre 
de la réaction s’obtient en soustrayant celui de la premiére lec- 
ture de celui de la deuxieme. La différence entre les deux tubes 
d'un méme sérum ne doit pas dépasser 2 & 3 degrés photomé- 
triques quand la réaction est bien exécutée; dans le cas con- 
traire, il est nécessaire de refaire la réaction. 


INTERPRETATION DES RESULTATS. 


1° Les chiffres inférieurs & 10 indiquent qu’on a affaire a un 
sérum non paludéen. 

2° Les chilfres de 10 & 20 doivent étre considérés comme 
suspects. 

Cette zone de floculation correspond a certains sérums syphi- 
litiques, tuberculeux, et aussi 4 quelyues sérums paludéens. 
Les paludéens, surtout porteurs de P. precox, qui prennent de 
la quinine préventive réguli¢rement, et qui, bien que parasités, 
n’ont présenté que peu ou pas d’accés francs, entrent dans ce 
groupe. 

3° Les chiffres supérieurs & 20, jusqu’a 100 et rarement 
plus, indiquent généralement un sérum paludéen. Le nombre 
des sérums non paludéens qui floculent dans l’eau distillée 
avec celte intensité est trés faible. 

4° Les sérums de kala-azar se montrent encore plus instables 
dans leau distillée. La floculation est massive d’emblée. La 
premiére lecture égale & 250-300 et souvent méme plus, au lieu 
de 140-200 comme pour les autres sérums, la différence entre 
les deux lectures dépassant 100 sont deux signes de présomp- 
tion dune affection viscérale & leishmanies. Dans Je cas d’une 
floculation trés intense, il est nécessaire, comine nous l’avons 
déja dit plus haut, d’agiter le tube de temps en temps pendant 
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qu’il est a I’étuve afin d’éviter l’'adhérence du précipité au verre, 
ce qui pourrait fausser la lecture. 

Dans notre réaction, !a limite de positivité est abaissée 
par rapport & la réaction de la mélanine. Les raisons qui 
nous ont poussés & accepter ces chiffres sont les suivantes : 

On sait que la réaction 4 la mélanine se trouve rarement 
positive en dehors du paludisme et de quelques autres affec- 
tions (maladies & protozoaires, spirochéloses) ; cependant, de 
nombreux auteurs ont vu la réaction a la mélanine étre trés 
faible, ou méme négative, au cours du paludisme. Si l’on tient 
compte des fautes de technique, ces cas se montrent avec une 
irés grande rareté. Aussi nous avons pensé qu'on peut consi- 
dérer une réaction négative comme un critérium éliminatoire 
du paludisme. Jusqu’a présent, nos observations qui portent 
sur plus de 200 malades nous permettent d’affirmer qu'un 
sérum présentant une floculation dans l'eau distillée inférieure 
a 10 n'appartient sirement pas & un paludéen, quand la prise 
de sang a été faite en dehors de l’accés fébrile. 


APPLICATION CLINIQUE DE LA REACTION, 


1° Evolution de la réaction de Henry 
au cours du paludisme (24). 


L’évolution de la réaction de Henry au cours de |’infection 
palustre a été étudiée sur les paralytiques généraux impaludés 
dans un but thérapeutique. Nous avons constalé que chez ces 
malades impaludés par injection de sang, la mélano-floculation 
est souvent positive avant le premier accés, dans le cas ow la 
période d’incubation dépasse quatre & cing jours; elle croit 
ensuite d'intensilé, réguliérement, jusqu’an cinquiéme ou sep- 
liéme acces ot elle atteint son maximum. Nos malades ont été 
traités 4 la quinine au huitiéme accés. Aprés cessation de toute 
fiévre, la malaria-floculation reste & son maximum d’intensité 
pendant sep! a dix jours et ensuite décroit réguliérement. Dans 
le cas de guérison, elle devient négative trente a cinquanle jours 
apres le commencement du traitement quinique. Chez les palu- 
déens infectés par piqires d’anophéles, elle disparait plus len- 
tement en quarante a soixante-dix jours. Alcay, Cattoir et 
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Marill [4], en Algérie; Le Bourdellés et Fribourg-Blanc, au 
Val-de-Grace [57] ont fait des constalations analogues. 

Avec laquinacrine, la réaction devient négative plus rapide- 
ment qu’avec Ja quinine. Nous avons vu des malades dont le 
sérum donnait une réaction négalive vingt-sept jours aprés le 
commencement du traitement. 

La floculation dans Peau distillée suit la méme marche 
qu’avec Ja mélanine. A partir du quatriéme ou cinquiéme accés, 
le sérum flocule spontanément 41 p. 5 dans l’eau distillée. 

Le traitement influence pareillement les deux floculations. 

Henry d’abord, et tous les expérimentateurs ensuite, ont 
observé qu’au moment de l’accés la réaction devient négative. 
Par prises de sang successives sur le méme malade, nous avons 
établi que l’affaiblissement ou la disparition de la réaction pré- 
céde de peu l’ascension thermique, et dure presque jusqu’a 
Vaemé. La réaction redevient positive dés que la température 
descend. Le mécanisme de cette action est le suivant : 

Si Pélévation de la température du malade n’entrave pas la 
réaction, si la quantité deuglobulines ne manifeste aucune 
variation appréciable au cours de l’accés, la concentration molé- 
culaire au contraire subit des écarts notables. Les mesures que 
nous avons faites pendant l’apyrexie et au moment de l’accés 
nous ont donné les chiffres suivants : en période d’apyrexie, 
le A du sérum est égal en moyenne & — 0°55, Iégérement plus 
faible que le A du sérum normal; au moment de l’accés, le A est 
égal a — 0°62 en moyenne, ce qui correspond 4 une élévation 
de la concentration moléculaire égale environ & 2 grammes de 
NaCl par litre. En diminuant par dialyse la concentration molé- 
cularre du -sérum prélevé au moment de l’accés, on enléve 
l'excés de sel et la réaction devient positive. 

L’augmentation de la concentration moléculaire au cours de 
l’accés est produite par la destruction des globules rouges para- 
sités qui sont riches en potassium. En effet, ce corps a été 
retrouvé dans le sérum, chez les paludéens en accés, en quan- 
tité beaucoup plus grande qu’en apyrexie par Pinelli [78] et 
Andriadze [5]. Expérimentalement, nous avons établi que Jes 
sels de potassium exercent sur la solubilité des eug!obulines, a 
la méme concentration moléculaire, une action légérement 
supérieure a celle des sels de sodium. 
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On sait aussi qu’aprés l’accés, les urines des paludéens se. 
chargent en potassium. Trés vite la concentration du:sang baisse 
jusqu’a la normale par régulation rénale, en méme temps que 
la réaction redevient positive. Mais les variations de la concen- 
tration moléculaire ne sont probablement pas les seules a inter-. 
venir ici. 

RESULTATS PRATIQUES DE LA REACTION. 


La valeur clinique de la mélano-floculation est bien 'démon- 
trée par les travaux d’Adida [3], de Biasiotti {8}, Bonalberti [9], 
de Bonnet [40], de Brotau (12), de Cartana Castella [45], de Cho- 
rine [22, 28 et 30}. de Coradetti [39], de Dhont [40], de Farjot [44], 
de Henry, de Greig et ses collaborateurs [50], de Lavergne et 
Monier{55}, de Le Bourdellés et ses éléves, de Chabrelié [59, 47], 
de Fribourg-Blane [57], de Liégeois et Velluz (58, 60), de Livie- 
rato et Salata [62], de Kappus [52], de Meersseman et Lacour [70], 
de Marchoux [68], de Nanni [72], de Pozzi {79}, de Rodillon [82], 
de Sabatucci [83], de Théobalt [86], de Tzecnovitzer et ses 
collaborateurs 96], de Viaiatte et Ramotet [99], de Voigt- 
Jander [104], de Trensz [93], etc. 

Tous ces auteurs sont d’accord pour reconnattre que les 
sérums paludéens répondent positivement a la mélanine, mais 
presque tous ont observé des réactions positives en dehors du 
paludisme. La proportion des réactions positives spécifiques et 
non spécitiques varient suivant les auteurs dans des propor- 
tions trés larges. Cette différence est principalement due aux 
_défectuosités des préparations de mélanine. Nos observations 
nous conduisent & accepter 5 4 6 p. 100 de réactions positives 
non spécifiques avec la mélanine. Avec l'eau distillée ce pour- 
centage augmenle a peine de 4 & 2 p. 190. 

On eed aisément qu’il soit possible de rencontrer des 
réactions positives en dehors du paludisme, car plusieurs mala- 
dies réalisent le méme déséquilibre sérique. 

La réaction de Henry donne ua résultat positif, en dehors 
du paludisme, d'une fagon constante dans le kala-azar viscéral 
(Henry, Chorine, Trensz), dans le typhus exanthémalique ot 
elle suit la réaction de Weill-Félix (Tzecnovilzer et ses’ 
éleves [95], Henry [54]), dans certains cas de cirrhose de. 
Laennee (Chorine et Gillier (25]), de cirrhose de Hanol, d ictére 
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hémolytique, de septicémie streptococcique (Dhont [40]), par- 
fois dans les leucémies (Nanni [72]), chez certains lépreux, 
rarement dans la fiévre typhoide (Dhont [40]) et d'une facgon 
inconstante dans la syphilis et la tuberculose (Le Bour- 
dellés [56], Chorine |26], Farjot [44], Dhont [40], Voigt- 
lander [104]). Chez les animaux, on trouve la réaction positive 
dans la trypanosomiase du cobaye (Trensz [88]) et du lapin 
(Chorine et Gillier [25]), dans la leishmaniose canine 
(Trensz [88]), dans la fiévre exanthématique des lapins et des 
cobayes (Karout [53]), dans la spirochétose des poules (Cho- 
rine {23]), dans la tuberculose du cobaye (Chwa't [37]), pour ne 
citer que ces seules affections. 

Dés nos premiéres publications, nous avons insislé sur le fait 
que la réaction de Henry négative a plus de valeur que les 
réactions positives. Depuis, tous les travaux faits dans divers 
pays confirment notre opinion. 

Nous admettons que la réaction négative est une épreuve 
éliminatoire de toute infection palustre, surtout quand elle est 
faite sans indicateur, car l'eau distillée employée seule aug- 
mente la sensibilité de la réaction au léger détriment de la 
spécificité. Elle n’en permet pas moins d’affirmer l’absence de 
malaria quand elle est négative, tandis que la réaction positive 
n’autorise pas, d’une fagon catégorique, & porter le diagnostic 
de paludisme. 


I] 


LA REACTION A LA RESORCINE DE VERNES 


Tous les phénols possédent la propriété de précipiter le 
sérum. Testoni [87], en 1926, a montré que le sérum de cheval 
précipite avec tous les phénols : phénol ordinaire, pyroca- 
téchine, résorcine, hydroquinone, pyrogallol. En 1910, 
Pandy [77] ulilisa le phénol pour le diagnostic de la méningite 
tuberculeuse. L’acide phénique & 6,25 p. 100 additionné du 
liquide céphalo-rachidien normal, & la dose de I goutte ne le 
trouble pas; mais il provoque un précipité plus ou moins 
apparent dans le liquide pathologique. L’auteur attribue cette 
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réaclion & l’augmentation des globulines dans le liquide 
céphalo-rachidien des méningites. En 1926, Vernes, Bricq et 
Gager [98] ont étudié avec beaucoup de précision la floculation 
des sérums avec les divers phénols. Ils ont établi que les 
sérums tuberculeux présentent une sensibilité particulidre et 
floculent en présence de ces corps chimiques avec plus d’inten- 
sité et a des dilutions plus faibles que les sérums normaux. 
Pour des raisons techniques, ils ont adopté la résorcine, pro- 
duit stable et bien déterminé, pour obtenir une réaction de 
caractére plus ou moins spécifique dans la tuberculose. La 
valeur et les défauts de cette réaction sont maintenant bien 
connus. Ninni et de Blasi [76], en 1930, ont préconisé l’utilisa- 
tion de phénol ordinaire pour le diagnostic de la syphilis et de 
la tuberculose. 


ROLE DES PROTEINES SERIQUES DANS LA REACTION. 


En collaboration avec Prudhomme [32] nous avons étudié le 
mécanisme de cette réaction. 

Le probléme se trouve plus simplifié que dans la réaction de 
Henry, car il s’agit non plus d’un prétendu antigéne, mais d’un 
<orps chimique simple parfaitement déterminé. 

Pour élucider le réle joué dans cette réaction par les diverses 
fractions protéiques, nous avons appliqué la méthode qui nous 
a servi pour la réaclion de Henry. Les protéines sériques, 
extraites comme nous l’avons précisé plus haut, ont été ajou- 
tées & des sérums normaux négatifs 4 la résorcine. 

Les pseudoglobulines ne jouent qu'un faible réle dans la réac- 
dion. 


Exegérrence. — Un sérum humain est réparti en quatre tubes. Le premier 
-sert de témoin, au deuxiéme on ajoute des pseudoglobulines a raison de 
5 grammes, au troisiéme de 10 grammes, au quatriéme de 20 grammes par 
litre. Comme dans toules nos expériences précédentes sur l’addition des 
protéines, nous avons abandonné le mélange pendant deux heures 4 |’étuve 
4 37°C. et nous l’avons ensuite centrifugé. La réaction 4 la résorcine nous 
a donné les résultats suivants : 


SVeriohon TOS aNEW | baby em ee ee oh cece a Oey teks ecw ORIEN O aac 
Sérum normal + 5 grammes de pseudoglobulines par litre. . 9 
Sérum normal + 10 grammes de pseudoglobulines par litre. . 9 
Sérum normal + 20 grammes de pseudoglobulines par litre. 8 
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La réaction ne varie pas par addition de pseudoglobulines. 

D’aulres expériences nous ont donné des résultats identiques.. 

De méme, |’addition de pseudoglobulines & un sérum tuber-- 
culeux tres positifne modifie que trés légérement la réaction. 
Voici une de nos expériences. 

A un sérum positif on ajoute des doses croissantes de pseu- 
doglobulines: 


SLUM A hes & —ouiaee Golo ole Gide qoaMGhS Gh ceo} 4A 
Sérum tuberculeux + 10 grammes de pan ede e par 
TUCO N yee ok ee toot Seba We) eis el ploy eed eee cet ae peers 44 


Cependant le rdle des pseudoglobulines n’est pas tout a fait 
négligeable, comme nous le verrons plus loin. 


ACTION DES SERINES. 


On réparlit un sérum humain négatif a la résorcine en 
quatre tubes. Le premier tube sert de témoin, au deuxiéme on: 
ajoute des sérines en quantité correspondant 4 5 grammes, au 
troisitme 410 grammes, et au quatriéme & 20 grammes par 
litre. Le mélange est abandonné @ 1'étuve a 37° C. pendant 
deux heures et ensuite centrifugé pour le rendre parfaitement 
clair. La réaction pratiquée a la résorcine nous a donné les 
chiffres suivants : 


SKN MUMUNIAOIMM G BG Hs 6 eo Be pores: Piipeancmo. a WR 
Sérum normal + 5 grammes de sérines par litre. ,..... 13 
Sérum normal + 10 grammes de sérines par litre. ..... 12 


Sérum normal + 20 grammes de sérines par litre 


Cette expérience nous montre que laddition de sérines 
n’exerce aucune action sur la floculation 3 la résorcine du 
sérum normal. 


Voyons inaintenant commentces protéines se comportent avec: 
un sérum tuberculeux. Les expériences, faites comme précé- 
demment, avec un sérum tuberculeux dont la réaction au pho- 
tométre de V. Y. B. est égale & 72, nous ont donné les résultats. 
suivants : 
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SoMa CADMIUM Te ho o8 8 ee a isrhs boo Seen a 72 
Sérum tuberculeux + 10 grammes de sérines par litre... . 41 
Serum tuberculeux + 20 grammes de sérines par lilre. . . . 214 


Il ressort clairement que l’augmentation des sérines dans un 
sérum tuberculeux le stabilise vis-a-vis de la résorcine et 
peut entraver complétement Ja réaction. Inversement on peut 
admettre que la diminution des sérines suffit & rendre positif 
un sérum négatif. 


ACTION DES EUGLOBULINES. 


Par addition de quantités croissantes d’euglobulines & un 
sérum normal, la réaction augmente en proportion des euglo- 
bulines ajoutées, comme le montre l’expérience ci-dessous 
choisie parmi plusieurs autres : 

Unsérum normal est divisé en quatre parties. La premiére sert de témoin; 
a Ja deuxiéme on ajoute des euglobulines a raison de 5 grammes, a la troi- 


siéme de 10 grammes, 4 la quatritme de 15 grammes par litre. La flocula- 
tion ala résorcine est représentée par les chiffres suivants : 


OLUMMAT OPIN Weezer ee ee te ous ee ct do, 6 Wer eee igetie vas) ett 12 
Sérum normal + 5 grammes d’euglobulines par litre... . 48 
Sérum normal + 10 grammes d’euglobulines par litre ... 84 
Sérum normal + 15 grammes d’euglobulines par litre. . . . 123 


Avec les sérum tuberculeux, la réaction croit aussi au pro- 
rata des euglobulines ajoutées. Par conséquent, parmi les pro- 
téines sériques, ce sont les euglobulines seules qui intensifient 
la floculation du sérum au contact de la résorcine. 

Pour ces expériences l'utilisation des euglobulines non des- 
séchées est de beaucoup préférable, car, avec la poudre d’euglo- 
bulines, les résultats, bien que de méme ordre, sont toujours 
moins démonstralifs. 


CE NEST PAS L'INSOLUBILITE DES EUGLOBULINES DANS L'EAU DISTILLEE 
QUI ESTEN QUESTION. — Siles euglobulines agissent dans la réaction 
de Henry par leur insolubilité dans l’eau dislillée, il ne peut étre 
question d’un pareil mécanisme pour la réaction a la résorcine. 
On peut trouver des sérums pathologiques trés instables dans 
leau distillée et négatifs 4 la résorcine ou inversement, comme 
on peut le voir d’aprés les chiffres ci-dessous que nous avons 
relevés chez un certain nombre de malades. 
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FLOCULATION REACYION 


dans ]’cau a la 

distillée résorcine 
Sérumi.n© Ainsed 8 Seo eee 5 29 
Séruny nS 24a A a soe eae Ae ee 43 435 
SéRuM MOi3 eb wt cone as Kec het ee eee 69 66 
SOnunLno: eee. tee no eee bis, Fo ey ear 9 50 
SGV ses ie see) Zev eh ee ere Mee ee cota 4 100 
SE M6... Alsi ess ka tee ees 138 84 
SELUMIGNS alececwer ot fo ot bee. voe, eee ee 224 10 
SErTUO Ne Sees de Wee, oe Ce ee ee or 120 86 


La réaction est évidemment due & l’action coagulante des 
phénols sur les protéines. 


Le ROLE ACTIF APPARTIENT-IL A UNE FRACTION DES EUGLOBULINES ? 
— Les euglobulines que nous avons utilisées dans les expé- 
riences citées ci-dessus ont été préparées par le sulfate dammo- 
nium et la dialyse. 

Nous avons essayé de partager les globulines en fractions 
plus nombreuses pour savoir si le principe actif se trouve loca- 
lisé dans une d’entre elles et s'il est la propriété exclusive des 
euglobulines. 

Etant donné la quautité considérable de sérum qu'il faut uti- 
liser pour ces expériences, nous nous sommes adressé au sérum 
de cheval que nous pouvons avoir & discrétion. Nous avons 
dialysé le sérum entier dans un sac de collodion; au bout de 
vingt-quatre 4 quarante-huit heures un précipité se forme au 
fond du sac qu’on sépare par centrifugation. Le liquide surna- 
geant clair, dilué au 1/10 dans l’eau distillée, est saturé de 
gaz carbonique. On obtient ainsi un deuxiéme précipité pré- 
paré & nouveau par centrifugation. 

Le reste des globulines est précipité & neutralité par le sulfate 
d’ammonium & demi-saturation et dialysé, desséché et réduit 
en poudre. On utilise les deux premieres fractions a |’état frais. 


La réaction & la résorcine, pratiquée avec ces sérums, a 
donné les résultats suivants : 


SELUMENOLMAl s)” \ ey oh ela eee ee ene ee ee a 5 
Sérum normal + précipilé obtenu par CO? ......... 7 
Sérum normal + précipité obtenu par SO4(NH4? ..... . 6 

6 


Sérum normal! + précipité obtenu par dialyse........ 45 
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Toutes les substances actives se trouvent donc contenues 
dans le produit de la dialyse. On ne reconnait aucune action 
au reste des globulines dont une partie tout au moins est encore 
insoluble dans |’eau distillée. 

Nous avons essayé de pousser plus loin le fractionnement 
en soumettant les euglobulines de dialyse a l’action de solu- 
tions de NaCl de concentration croissante. | 

Nous avons traité le précipité dt ala dialyse du sérum total 
par une solution de NaCia 2 p. 1.000. Aprés un contact d’une 
heure a l’étuve 4 37° et centrifugation, le résidu est repris par 
une solution de NaCl a 4 p. 1.000 dans les mémes conditions 
que précédemment et la partie insoluble est séparée par cen- 
trifugation. Nous diluons les solutions d’euglobulines ainsi 
obtenues par NaCl @ 2 et 4 p. 1.000 dans vingt fois le volume 
d’eau distillée pour précipiter les protéines solubles dans les 
solutions faibles de sels et on sépare celles-ci par centrifuga- 
tion. Le liquide surnageant est pratiquement dépourvu de 
protéines et ne donne aucune des réactions classiques de 
Yalbumine. Nous possédons done trois fractions d’euglobulines 
de plus en plus insolubles. On incorpore ces trois précipités 
sans les dessécher dans trois échantillons d'un méme sérum a 
raison de 10 grammes par litre environ. La réaction 4 la résor- 
cine nous renseigne de la facon suivante sur le comportement 
de chacun : 

SXSAT UTR AOI Mele Be Soe talon Bs Beeoed oe) Sons Oumrko et 2 
Sérum normal + euglobulines solubles dans NaCla2p.100. 2 
Sérum normal + euglobulines solubles dans NaCl a4p.100. 10 


Sérum normal + euglobulines insolubles dans le NaCl, 
EET ey 229 05 BS eles em ok ne 2 NRG edie b) oo) Fao) OntWhone 3 


Un peut diluer ce sérum extrémement positif a 1p. 9 dans 
du sérum normal; la réaction pratiquée avec ce sérum, encore 
positive, est égale & 47. Donc, toutes les substances actives se 
trouvent contenues dans les euglobulines et dans les euglobu- 
lines les plus insolubles. Celles-ci possédent une activité si 
grande que 1 gramme de protéines par litre de sérum le rend 
positif & la résorcine. Ces fractionnements apportent la preuve 
que la fraction euglobulinique est constituée par des protéines 
et probablement par des complexes lipoprotéiniques divers. On 
sait par les travaux de Achard et de ses éléves [4] que les glo- 
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bulines augmentent dans la tuberculose. Celte augmentation 
doit probablement porter en partie sur la fraction que nous 
avons isolée, mais en partie seulement, car la fraction spéci- 
fique posséde une activilé telle qu’elle rendrait la réaction & la 
résorcine illisible, si elle était seule en jeu dans cet accroisse- 
ment important des globulines. 

Quand Ja quanlilé des euglobulines augmente en proporlion 
considérable, comme parfois dans le paludisme, il arrive, et 
Henry le premier |’a signalé, que la réaction & la résorcine 
devienne positive. Il résulte de ces constalations que les frac- 
tions euglobuliniques prédominantes dans le paludisme et 
dans la tuberculose sont ordinairement différentes. 

A la consultation de M. le professeur Marchoux, pour les 
maladies tropicales, nous avons rencontré deux malades palu- 
déens & Pl. vivax chez qui, a plusieurs reprises, la réaclion de 
Henry faite avec ou sans indicateur donnait des résultats dou- 
teux, tandis que la réaction a la résorcine était dans un cas 
égale 379 et dans l'autre & 135. Les deux malades ne présen- 
taientaucun signe de tuberculose. Il faut admettre qu’on puisse 
trouver dans le paludisme des réaclions positives 4 la résorcine 
sams que laréaction de Henry suive la méme évolulion. Vernes 
et ses collaborateurs [98], 4 la suite de nombreuses observa- 
tions, arrivent a la conclusion que la réaction résorcinique 
révéle surtout l'intervention d’un processus toxique surajouté. 
A la méme conclusion arrive P. Bordet [44] qui a provoqué 
une réaction positive 4 la résorcine en inoculant 4 des lapins 
normaux la toxine du B. colt, ou a des animaux tuberculeux 
un peu de tuberculine. 

La réaction & la résorcine serait donc trés précieuse. Nous 
savons, en effet, que chez ’ homme, naturellement résistant au 
bacille de Koch, la tuberculose évolue en raison de l’action 
exercée par les agents toxiques ou infectieux qui en allérent la 
résistance. Elle permetirait ainsi de préjuger de l’entrée en 
sommeil ou au contraire de l'activité croissante de infection 
tuberculeuse. Aussi, Vernes atlache-t-il une grande importance 
pronostique 4 une réaction résorcinique positive, de méme 
que Achard a l'inversion du rapport sérine-globuline. Mais 
nous pensons que la résorcine pourrait aussi nous révéler 
Vinstabilité organique d'un étre exposé & la tuberculose, nous 
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inviter a en rechercher la cause et jouer ainsi un rdle impor- 
tant dams la prophylaxie. 

Il se dégage de ces observations les conclusions suivantes : 
1° la fraction active dans la réaction & la résorcine préexiste 
dans le sérum normal, mais elle augmente au cours de cer- 
taines infections; 2° les fractions de globulines qui croissent 
varient avec chaque malade; 3° les réaclions donnent donc des 
renseignements plus précis que les dosages, puisqu’elles 
portent sur les fractions spécifiques des globulines que le 
dosage ne peut mettre en évidence. 


Ul 


KALA-AZAR (1). 


C’est dans le kala-azar que le déséquilibre sérique qui nous 
intéresse atteint son maximum d’intensilé. Les euglobulines 
se trouvent fortement augmentées, d’aprés les dosages de Lloyd 
et Paul [63] qui, au lieu de 5 p. 100 de protéines totales en 
trouvent en moyenne 50 p. 100 dans le sérum. Ce sérum pré- 
sente en conséquence une instabilité trés grande et on propose 
constamment de nouvelles réactions sérologiques, sans parler 
des réactions immunologiques d’agglutiaation ou de déviation 
du complément qui n’entrent pas dans le cadre de cet exposé. 

On peut citer la formol-gélification de Gaté et Papacostas, la 
formolopacification de Napier, la réaction & l’eau distillée de 
Brahmachari, la réaction de Auricchio et Chieffi, les réactions 
au divers composés d’antimoine comme luréastibamine, le 
néostibosane, ou d’arsenic, sulfarsénol et novarsénobenzol, etc. ; 
la réaction de Vernes & la résorcine a été toujours fortement 
positive dans les sérums de kala-azar que nous avons eus a notre 
disposition. 

Nous aborderons maintenant a la lumiére des résultats 
ci-dessus exposés l’étude du mécanisme de ces diverses réac- 


tions. 


(1) Nous ne discuterons ici que les travaux relatifs au mécanisme de la 
réaction, laissant de cété ceux qui n’ont qu'un intérét clinique. 
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La FORMOL-G&LIFICATION proposée premicrement par Gaté et 
Papacostas [45] pour le diagnostic de la syphilis en 1920, a été 
appliquée au sérum du kala-azar par Spackman [85] en 1921, 
ensuite par Napier{73] et par Fox et Mackie [42]. La technique en 
est trés simple : on prépare trois tubes contenant chacun 1 cent. 
cube de sérum; au premier tube on ajoute I goutte de formol 
de commerce, au deuxiéme LI gouttes, au troisiéme III gouttes. 
On agite le mélange et on le laisse reposer jusqu’a ce que la 
gélification se manifeste. Avec des sérums trés positifs, la géli- 
fication se produit en quelques minutes. Si le sérum reste 
liquide aprés vingt-quatre & trente-six heures, la réaction est 
considérée comme négative. Rappelons de suite que la formol- 
gélification se produit dans de tres nombreuses maladies en 
dehors du kala-azar : la tuberculose, la lépre, la syphilis, la 
maladie du sommeil, le paludisme, le cancer, la cirrhose du 
foie, etc. Malgré cela, si elle reste encore dans la pratique 
courante, c'est que la technique en est trés simple et peut étre 
exécutée par la plupart des praticiens. Plus la formol- 
gélification est rapide, plus elle posséde de valeur pour le 
diagnostic du kala-azar; mais elle est encore sujetle @ caution, 
car parfois elle se montre aussi premplement dans la lépre, la 
tuberculose ou le cancer. 

Spackman d’une part, Napier de l'autre, ne regardent comme 
positives que les réaclions se produisant au plus tard en vingt 
minutes et s'accompagnant d’une opacification laiteuse plus ou 
moins apparente, surtout visible 4 la lumiére réfléchie. Cette 
restriction donne une valeur diagnostiyue appréciable a la réac- 
tion. A la vérité, elle ne se produit pas avec tous les sérums de 
kala-azar, mais elle ne se rencontre qu’exceptionnellement sous 
cet aspect dans les autres maladies. 

Pour plus de clarté nous allons étudier d’abord la gélification 
et ensuite la formol-opacification. 


Formo-cétirication. — Lloyd et Paul [63], d’aprés leurs 
expériences, arrivent a la conclusion que la formol-gélification 
est due aux euglobulines. Nous avons utilisé pour I’étude de 
cette question la technique que nous avons employée pour la 
réaction de Henry et la réaction a la résorcine; c’est-a-dire 
qu’avec le sérum en expérience nous avons procédé a l'addi- 
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tion des diverses fractions protéiques extraites du sérum 
normal. Les expériences ont été faites avec le sérum de cheval. 

Quand 4 un sérum de cheval, contenant normalement 
36 grammes de globulines et 42 grammes de sérines par litre, 
on ajoute des euglobulines, la réaction varie de la facon sui- 


vante : 
GELIFICATION 


SONU IMIG OLA Serge yokes oes yspy-y ser. toy oy Nulle au bout de 24 heures. 
Sérum normal + 2 gr. 5 d’euglobulines fraiches 
PAs Cem here Keer ae cea et eo conse Au bout de 18 heures. 


Sérum normal + 5 grammes d'euglobulines fratches 
ERVIN arg ts RY Aes 5 oo Oe Sete eee Orn reer Au bout de 45 heures. 


Sérum normal + 10 grammes d’euglobulines par 
Wnt paps tea at omsette tok a tree ce coke ee os Au bout de 6 heures. 


Utes eee bs Rea Re arr eed ck aoe culate areal Au bout de 2 heures. 


HOES) SG aan Sid tree ee ats op a cota le Si ee RE oad Au bout de 10 minutes. 


On ne constate qu'une trés légére opalescence avec des doses 
d’euglobulines de 15 et 20 grammes. 

Donc, on peut déduire des résultats ci-dessus que la formol- 
gélification dépend de la quantité des euglobulines totales, 
mais ces protéines n'interviennent que pour une part, a la 
vérité la plus grande. 


LES PSEUDOGLOBULINES INTENSIFIENT LEGEREMENT LA RG&ACTION. 


Si, avant d’ajouter les euglobulines, nous enrichissons le 
sérum en pseudoglobulines a raison de 20 grammes par litre, 
nous constatons que la réaction croit plus rapidement en inten- 


sité: 
GELIFICATION 


Sérum + 20 grammes de pseudogobulines..... . Compléte en 4 heures. 


Sérum + 20 grammes de pseudoglobulines + 2 gr. 5 


GkeiglObUNINeS Masees > chews Sack ieey oles oie) oe te 
Sérum + 20 grammes de pseudoglobulines + 5 grammes 


stove nbn oo 6 Goad oom 6 0 00 tO weo GeO o 
Sérum + 20 grammes de pseudoglobulines + 10 grammes 


deeaslobulines| %y fitseacar seh ston ose reek = 
Sérum + 20 grammes de pseudoglobulines + 415 grammes 


deuglobulinés «2... ss w= o> oO Coen 
Sérum + 20 grammes de pseudoglobulines + 20 grammes 


Gucuctobulinteseeie uk etter ee oe ee reed” 


En 10 heures. 
En 2 heures. 
En 20 minutes. 
En 5 minutes. 


Presque instantanée. 
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_ Nous pouvons done conelure que toutes les globulines 
agissent dans la réaction, mais que les euglobulimes mani- 
festent une action beaucoup plus énergique que les pseudo- 
globulines. 


lez ROLE DES SERINES CONTRARIE LA GELIFICATION. 


Nous avons pris le méme sérum et, avant de l’additionner 
d’euglobulines, nous l’avons enrichi en sérines a raison de 
20 grammes par litre. Ce sérum, avec 10 grammes d’euglobu- 
lines, reste liquide aprés addition de III goutles de formol pen- 
dant plus de vingt-quatre heures. Ce n'est qu’avec 20 grammes 
d’euglobulines qu'une gélification légere commence & se mani- 
fester vingt-quatre heures apres addition de formol. 

On peut conclure de ces expériences que la formol-gélifica- 
tion révéle une augmentation des globulines, pseudo-globu- 
lines et surtout euglobulines et une diminution des sérines. 
Ce sont justement les proportions trouvées dans la leishma- 
niose i l'aide du dusage par Lloyd et Paul et d'autres. Mais on 
peut rencontrer des modifications de l’équilibre sérique ana- 
logues dans des serums recueillis chez des patients atteints 
d’autres maladies. Plus la quantité d’euglobulines sera grande, 
et plus la diminution des sérines prononcée, plus la formol- 
gélification sera rapide. 


Formot-opacirication. — Lloyd et Paul admettent un double 
mécanisme pour la formol-opacification. Si l'on peut amener 
une formol-gélificalion par addition d’euglobulines a des 
sérums normaux, il faut, pour produire l’opacification, que les 
euglobulines proviennent de sérums de kala-azar. Ils concluent 
de cette observation qu ‘il existe des euglobulines particuliéres 
dans le kala-azar. Nos expériences confirment entitrement ces 
résultats. Mais nous ne partageons pas l’interprétation des 
auteurs précités. 

Le pH du mélange joue un role important; Chopra et 
Choudhury n’ont vu opacification se produire qu’en milieu 
alcalin [24]. 

Nous avons procédé au fraclionnement des euglobulines, 
comme précédemment pour la résorcine, en traitant par des 
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solutions de NaCl a 2 et & p. 1.000 le précipilé obtenu par dia- 
lyse contre l’eau distillée. Les trois fractions ainsi obtenues sont 
ajoulées a trois échantillons d'un sérum normal en proportion 
de 20 grammes environ par litre. Le sérum, enrichi avec les 
euglobulines les plus insolubles, gélifie en moins d’une heure 
avec opacification nette. Les deux autres sérums se solidifient 
sans présenter la teinte blanchatre si caractéristique des 
sérums de kala-azar. 

Si cette fraction des euglobulines insolubles est spécifique 
du kala azar, il n’en est pas moins vrai que pour la réussite 
de la réaction il faut aussi que l'ensemble des globulines 
augmente. 

La conclusion qui se dégage de cette expérience, comme 
dans le sérum tuberculeux, est que les euglobulines ne sont 
pas des substances homogénes, qu’elles sont formées d'une 
mosaique de fractions diverses et que les réactifs mettent en 
évidence telle ou telle d'entre elles. 

Nous savons par ailleurs que la baisse des albumines est 
nécessaire pour que la formol-gélification produite par les 
euglobulines devienne possible. Il existe donc dans le kala-azar 
une diminution réelle des sérines en proportion trés impor- 
tante qu’on peut, d’aprés Lloyd et Paul, chiffrer & 20 4 
30 grammes par litre. 

Lloyd, Napier et Paul [64, 65}, au cours de leurs recherches, 
ont vu que le traitement améne la décroissance trés rapide de 
fa quantité des eugtobulines et que les pseudo-globulines au 
contraire augmentent. De telle sorte que |’inversion de formule 
sérines-globulines persiste malgré la diminution du chiffre des 
euglobulines. 

Dans un cas de kala-azar que nous avons examiné en colla- 
boration avec MM. R. Martin et G. Rouessé, on a trouvé, avant 
le traitement, 62 grammes de globulines lotales et 25 grammes 
de sérines, em méme temps qu’une réaction de formol-opacifica- 
tion lrés posilive en trois & quatre minutes. Aprés huit mois de 
traitement, l’'examen du sang reléve 67 grammes de globulines 
et 25 grammes de sérines; mais la réaction de formol-opacifi- 
cation, lue au bout d’une heure, est devenue négative [69]. 

En conséquence, la formol-gélification révéle dans le sérum 
la diminution des sérines el l'augmentation des euglobulines, 
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la formol-opacification la prédominance d’une fraction des 
euglobulines insolubles dans une solution de NaCl a 4 p. 1.000- 


S@ruM DE KALA-AZAR ET FLOCULATION DANS L’EAU DISTILLEE. 


Etant donné la quantité si considérable des euglobulines 
dans le sérum de kala-azar, on ne pouvait que s’atlendre a le 
voir floculer avec plus d’intensité que les autres dans l'eau dis- 
tillée. Brahmachari [44 47s], en 1917, a remarqué qu’on obtient 
un trouble intense en ajoutant a de l'eau distillée quelques 
gouttes d’un tel sérum. Les résultats cliniques obtenus par 
cette méthode n’ont pas été concordants parce que la technique 
de la réaction n’était pas fixée. Milio [74] trouve cette épreuve 
trés spécifique; Cerza {38}, Castorina [46] lui atiribuent une 
valeur de présomption. Navasso [74] ne Jui reconnait aucune 
valeur clinique. Caprara constate que la réaction se montre posi- 
tive toujours dans la lei-hmaniose viscérale, mais rarement dans 
le paludisme, la syphilis et le typhus exanthématique (14). 

Une technique plus rigoureuse permet d'utiliser cette pro- 
priété du sérum de kala-azar. Nous avons vu plus haut qu'il 
existe toute une échelle d’intensité dans la floculation par l’eau 
distillée des sérums normaux, syphilitiques, puludéens et de 
kala-azar, et indiqué la nécessité de se servir d'un appareil 
optique tel que le photométre de V. BY. Nous avons proposé 
pour cette réaction la technique que nous ulilisons pour la 
réaction de Henry: l’e,amen des sérums frais, pris & jeun, 
dilués au 1/10 dans l'eau distillée. On observe alors une flo- 
culation trés rapile et trés intense; souvent la premiére lec- 
ture est impossible par suite d'une trop grande opacité. 
D’autres fois la floculation est moins intense, la premiére lec- 
ture, faite le plus rapidement possible, dépasse 200 et le plus 
souvent 250° au photometre. Cette premiére lecture suffit déja 
a différencier les sérums du kala-azar de ceux du paludisme 
et a fortiori de ceux de la syphilis. 

Quand les lectures restent possibles, nous procédons de la 
fagon suivante : le mélange est abandonné a la température du 
laboratoire (18-20°) pendant deux heures, en azitant fréquem- 
ment le mélange pour éviter l’adhérence du précipité aux 
parois du tube et pour désagréger les floculats trop eros et 
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trop résistants qu’il deviendrait impossible & mettre en sus- 
pension homogéne. Kn ce cas, il arriverait que la deuxiéme 
lecture donnat un chiffre plus faible que la premiére, ce qui 
suffit & juger de l'erreur commise. Cependant, quand on opére 
correctement, on évarte cet inconvénient et la différence entre 
la premiére et la deuxiéme lecture dépasse 100. 

Ce qui caractérise les sérums de kala-azar, c’est la rapidité 
et l’intensité de la floculation. 

Tous les auteurs reconnaissent que la réaction de Henry est 
trés positive dans le kala-azar (Trensz, chez le chien; Henry, 
Chorine, etc., chez homme) ce qui ne doit pas surprendre, 
puisque la réaction de Henry ne mesure que l’instabililé du 
sérum dans |’eau distillée. 

Auricchio et Chieffi [6] ont modifié légérement la technique 
de Henry, en ajoutant, au lieu de mélanine formolée, du pep- 
tonate de fer. La valeur clinique de cette réaction a été con- 
firmée par Giraud, Ciaudo et Bernard [48] et par Verde [97]. 
Le peptonate n’agit ni par le fer, ni par la peptone. C'est un 
produit acide qui, additionné au mélange sérique dans les pro- 
portions préconisées par les auteurs ilaliens, baisse le pH de 
2 ou 3 décimales. Par ce seul fait, il intensifie la floculation [35]. 

Des résultats analogues peuvent élre obtenus avec un acide 
minéral tel que HCI. Si cette réaction ne fournit aucun rensei- 
egnement que ne puisse donner l’eau distillée employée seule, 
elle confére, par la précision des mesures macroscopiques, 
une valeur clinique supérieure a la simple lecture a |’ceil nu de 
la floculation dans l'eau distillée. Les mesures les plus rigou- 
reuses sont faites sans doute l'aide du photométre de V. B. Y. 


sur le sérum frais. 


ACTION DU PHENOL SUR LES SERUMS DE KALA-AZAR. 


Nous avons vu, & propos de la tuberculose, que les phénols 
agissent sur une fraction des euglobulines parmi les plus inso- 
lubles dans l’eau distillée. L’augmentation si intense des euglo- 
bulines dans le kala-azar devait commander la précipitation 
facile par les phénols. 

Nous avons examiné les sérums de kala-azar par Ja méthode 
de Vernes & la résorcine qui est un métadiphénol. Tous les 
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sérums se sont montrés positifs & la résorcine. Les chiffres 
obtenus varient de 50 4 200. 

Pour simplifier, nous avons utilisé l’acide phénique cristal- 
lisé. Le sérum a examiner est dilué dans l'eau physiologique a 
raison d'une partie de sérum pour 9 parties d’eau physiologique, 
et ensuite mélangé en parties égales avec des solutions de 
phénol de concentration différente. La lecture est faite au bout 
de dix minutes. Une opacificalion plus ou moins nette se pro- 
duit, dont nous avons désigné l’intensité par des croix. 


Phénol a 5 p. 100 neutralisé avec NaOH : 


Sarumyde kalasaZares sseehiot cle charade, Ca Me om ++4+4+4+4 
Serum normal eye see se so vee Cen ee ne a eee cris +e 


Phénol a 4 p. 100 neutralisé avec NaOH : 


Serumrde: Malacazars c+ ealay nadeee stow isebew even iameay murine +++++ 
Sérum normal 


Phénol a 3p. 100 neulralisé avec NaOl : 


Sérun der kalacazary Metre tae oe ee Eee eee +++4+-+ 


SeLuMiNOnMaARL 2s seo ether on ee Oommen +— 
Phénol & 2 p. 100 neutralisé avec NaOH : 

Sérum: deskalacazars 5s cue ee oe get eee nk ee re +4 

SEptinenorovalen vs. cots cicre. 2 ee ee ae ene ne cede rear 0 


Le phénol a été amené au pH 7,3 pour éviter la bégére aci- 
dité de la fonction phénolique. 

Cette action du phénol n’est pas due a une baisse de concen- 
tration moléculaire du milieu, car avec des solutions neulres 
de phénol dans l’eau physiologique a 9p. 1.000 les résultats 
sont les mémes. L’addition de chlorure de sodium renforce 
action du phénol plutot qu'il ne la dimiaue. Le phénol pos- 
séde donc une action propre sur les sérums de kala-azar. 

La dilution du sérum permet une différenciation plus nette 
entre les divers sérums pathologiques, car un sérum se trouble 
d’autant plus facilement qu’il est plus riche en fractions euglo- 
buliniques précipitables par le phénol. 

Nous avons vu que I’école de Vernes utilise la sensibilité au 
phénol du sérum tuberculeux. Dans |’échelle d’intensité de flo- 
culation des sérums avec le phénol se trouvent d’abord les nor- 
maux, ensuite les sérums syphilitiques, puis certains sérums 
lépreux, tuberculeux, celui des anciens paludéens, des trypano- 
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somés, et finalement des malades atleints de leishmaniose vis- 
cérale. 

Les autres phénols simples comme la phloroglucine pro- 
duisent le méme effet & une concentration de 2 & 3p. 100. Par 
‘eonséquent la fonction phénolique posséde une action précipi- 
tante sur une partie des euglobulines contenue dans tous les 
sérums, el d’autant plus que la quantilé en est plus forte. 


Action pu ranin. — Certains autres corps plus complexes. pos- 
‘sédant des fonctions phénoliques comme le tanin, exercent 
une action beaucoup plus énergique que les phénols simples. 
‘On sait que ce corps trés acide précipite tous les sérums a con- 
‘centration suffisante. Nous utilisons une solution de tanin a 


2s 5 p. 1.000, neutralisée extemporanément par Na ous N 7 2 pH 


= 7,2. Al cent. cube de celte solution, on ajoute une qeeifin 
le sérum & examiner. Dans ces conditions les sérums de kala- 
azar floculent presque instantanément avec beaucoup d’inten- 
‘sité. Les sérums paludéens et tuberculeux floculent plus fai- 
blement et les sérums normaux restent & peine troubles. Cette 
réaction présente beaucoup de ressemblance avec la réaction a 
Puréastibanine de Chopra [48-20]. 


Roe DELA FONCTION ALCOOL. — En additionunant a 1 cent. cube 
de sérum dilué au 1/10 dans l'eau physiologique, 4 cent. cube 
alcool éthylique a 30°, on provoque un trouble trés marqué 
des, sérums de kala-azar. Les sérums normaux. restent clairs. 
Les sérums plus riches en euglobulines floculent avec une 
antensité intermédiaire entre las deux. 

L’alcool méthylique donne des résultats identiques a vite cen- 
centrations différentes. " 4 onthe 


DiscUssiON DES RESULTATS. 


On, voit donc que cerlains corps chimiques & fonctions phénol 
.on alcool précipitent tous les sérums & des concentrations éle- 
wées; lorsqu’on les utilise a doses plus faibles, ils ne troublent 
plus que les sérums weohees en euylobulines, notamment ceux 


de, kala-azar. 
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Parmi toute la série de corps proposés pour le diagnostic de 
la leishmaniose viscérale, certains doivent agir uniquement par 
la fonction phénolique qu’ils possédent, comme le sulfarsénol 
dans la réaction de Caminopetros [43, 47], le novarsénobenzol 
et méme probablement l’uréastibamine dans la réaction de- 
Chopra. 

Il n’est donc pas étonnant que le nombre des réactions séro- 
logiques croisse constamment pour le kala-azar, car on peut en 
trouver autant qu'il existe de phénols, soit simples, soit de 
structure plus complexe ow la fonction phénolique se trouve 
sous une forme active. L’action des produits antimoniaux n’est 
sirement pas due & la présence de |’antimoine tri- ou penta- 
valent, comme certains auteurs le supposent, mais & l’existence- 
d’une fonction phénol ou alcool. Tous les sels d’antimuine que 
nous avons examinés ne manifestent aucun pouvoir dia-- 
enostique. 

Nous diviserons les réactions sérologiques du kala-azar en 
trois caiégories : 1° la formol-opacification, 2° les réactions- 
basées sur la floculaltion dans l'eau distillée, et 3° les réactions- 
sérologiques ot certaines fonctions chimiques phénol ou alcool 
produisent une précipitation du sérum. Au point de vue cli- 
nique, il est utile de s’adresser & une réaction de chaque série: 
pour avoir une réponse plus probante. Car ces réactions, 
comme toutes celles qui relévent des euglobulines, ne sont que 
des réactions de probabilité dont la valeur croit avec le nombre 
des résultats posilifs et des procédés employés pour les obtenir. 

Comme illustration de ce que nous venons de dire, il 
convient de signaler l’observalion de Giraud, P. Berthier, 
Ciaudo et Praliaud [49] qui relévent, dans un cas d’endocardite- 
maligne, des réactions trés positives 4 l'uréastibamine, au pep-- 
tonate de fer, et par la formol-gélification. 

lia présence diment constatée des parasites spécifiques 
permet seule de porter un diagnostic certain. 


RELATION ENTRE LES DOSAGES ET LES REACTIONS SEROLOGIQUES. 


Le dosage des protéines lotales du sérum a quelques indica-- 
tions cliniques, surtout pour la néphrose lipoidique ow les. 
protéines se trouvent nettement diminuées. Mais dans d'autres. 


REACTIONS SEROLOGIQUES DUES AUX EUGLOBULINES 447 


maladies qui peuvent présenter une augmentation des protéines 
totales, comme la tuberculose, ce dosage devient de trés faible 
secours. 

Au fur et & mesure que nous entrons dans le détail, les 
résultats deviennent meilleurs. Déja, le dosage des globulines 
totales peut étre plus utilement employé pour guider le dia- 
gnostic dans la cirrhose du foie ou le kala-azar. Mais il convient 
d’ajouter que la fraction globulinique se trouve augmentée 
dans la plupart des maladies infectieuses. 

Si l'on mesure la quantité des euglobulines, on fait un nou- 
veau progrés. Malheureusement, nous sommes arrétés par le 
manque de précision dans la définition des euglobulines. Qu’on 
désigne sous ce nom les proléines insolubles dans l’eau dis- 
tillée. la quantité n’en peut étre mesurée sans erreur parce 
qu’elle varie avec le pH, la dilution, la proportion des albu- 
mines, etc. 

Il en est de méme de celles qui sont obtenues par précipila- 
tion saline, sulfate de soude (Howe) ou sulfate d’ammonium 
(Porges). Il est facile de se rendre compte qu’aprés une préci- 
pitation par le sulfate de soude a 14 p. 100, le.sérum contient 
encore des substances insolubles dans l'eau distillée. Cepen- 
dant, malgré leur imperfeciion, ces méthodes ont permis & 
Lloyd et Paul d’affirmer avec justesse que presque 50 p. 100 
des protéines totales dans un sérum de kala-azar sont consti- 
tuées par les euglobulines. 

Trensz a vérifié aprés ces deux auteurs que le sérum palu- 
déen est plus riche en euglobulines que le sérum normal. Mais 
les dosages qu’ila faits avec M"e Jardon lui ont montré que si la 
quantité des euglobulines augmente au cours du p«ludisme, il 
existe des sérums normaux. négatifs 4 la mélanine, encore pius 
riches en euglobulines que les sérums positifs. 

Il faut en arriver & rechercher dans les euglobulines cette 
fraction dont nous avons fait ressortir la spécificité pour chaque 


maladie. 


Conclusions. 


1° La réaction de Henry n’est pas due a la présence d’anti- 
corps dans le sérum des paludéens parce que : 
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a) La mélanine ne posséde de propriété antigéne que pour 
les organismes normalement dépourvus de ce pigment ; 

6) La mélanofloculation commence & se manifester chez les: 
paralytiques généraux trois & sept jours aprés l’impaludation. 
Les anticorps demanderaient beaucoup plus de temps & se 
former ; 

c) L'intensité de la réaction varie d'un jour a l'autre pour um 
méme sérum conservé & la glaciére. Ces variations seraient 
inexplicables si c’étaient des anticorps qui intervenaient dans 
la réaction ; 

d) La réaction ne se produit que dans l’eau distillée ou les 
solutions hypotoniques. Les anticorps agissent dans les solutions 
isotoniques et méme légérement hypertoniques. 

2° La floculation du sérum dans l’eau distillée suit fidéle- 
ment la mélanofloculation ; 

3° La réaction de Henry se résume 8 Ja floculation du sérum 
dans l'eau distillée ou les solutions hypotoniques, la mélanine 
nintervenant que pour en intensifier la perception ; 

4° L’action de la méjanine devient celle d’un indicateur qui 
rend visible un phénoméne inapparent. En tant qu indicateur, 
elle peut étre remplacée par plusieurs autres substances telles. 
que carmin, corps microbiens, ete. ; 

5° On peut provoquer la floculation de certaines fractions. 
protéiniques du sérum en employant, au lieu d’eau distillée, 
divers agents chimiques ou physiques comme les acides et les 
phénols, et en intensifier la visibilité par addition de mélanine 
ou autres indicateurs. Cependant, ancune de ces réaclions ne 
peut étre identifiée avec la réaction de Henry. 

6° Le mécanisme chimique de la réaction est trés complexe. 
On peut grossiérement le résumer en quelques propositions : 

a) La floculation est due a l'‘augmentation des euglobulines 
et des complexes lipoidiques: précipitables par l’eau distillée ; 

6) L’élévation de la quantité des sérines paralyse la réaction ; 

c) Les pseudoglobulines n’exercent qu’une faible action; 
additionnées & un sérum positif, elles diminuent légérement 
Vintensité de Ja réaction; 

d) Quand la concentration moléculaire du sérum en élec- 
trolyiesaugmente, lintensité de la réaction baisse et inverse- 
ment, parce que les euglobulines qni interviennent pour une 
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grande part dans la réaction sont solubles en présence de sels 
minéraux. Les solutions non ionisées n’exercent aucune 
action sur la solubilité des euglobulines qui précipitent 
dans une solution de sucre isotonique, comme dans |’eau 
distillée. ‘ol 

7° Le chauffage du sérum & 55° pendant une demi-heure 
abolit la réaction a la mélanine et rend le sérum plus stable 
vis-a-vis de l'eau distillée. Cette action est due a l’alcalinisation 
du sérum par départ de CO? dissous normalementdans le sérum 
a température plus basse. 

8° Au point de vue clinique, il revient au méme de mesurer 
la floculation du sérum au 1/10 dans l’eau distillée pure ou au 
1/5 dans leau distillée additionnée d’indicateurs. 

9° Il existe une concordance parfaite entre les données cli- 
niques et l’évolution de la réaction. La réaction chez les paraly- 
tiques généraux devient positive du troisiéme au cinquiéme jour 
aprés linjection du sang palustre. Elle croit en intensité jus- 
qu’au sixiéme ou septiéme accés, ou elle atteint son maximum. 

40° Le traitement laisse la réaction stationnaire pendant une 
dizaine de jours et en améne la décroissance progressive 
ensuite. En cas de guérison, la réaction devient négative trente 
& soixante-dix jours aprés le commencement du traitement 
quinique. La quinacrine parait agir plus vite. 

11° La valeur clinique de la réaction est indéniable. Une 
réaciion négative, en dehors de l’accés fébrile, andéque l’absence 
de paludisme ; une réaction positive n'est qu’un signe de pro: 
babilité. 

42° La réaction de la résorcine révéle un déséquilibre pro- 
téinique portant aussi sur les euglobulines : 

a) Elle n'est pas influencée par l’addition 4 un sérum mea 

de pseudoglobulines en proportion méme trés élevée ; 

b) Les sérines inhibent la floculation dun sérum tuber- 
culeux ; 

c) Crest une petite fraction seulement des euglobulines qui 
se montre active. 

13° Dans le sérum de kala-azar particulitrement riche en 
euglobulines toutes les réactions sérologiques dues & ces pro- 
téines se montrent positives. 

14° La formol-gélification dénonce l’aug mentation des euglo- 
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bulines, la diminution des sérines et, secondairement, |’éléva- 
tion de la quantité des pseudoglobulines. 

15° La formol-opacification de Napier est commandée par 
une toute petite fraction des euglobulines. Les euglobulines 
totales extraites du sérum normal sont presque sans action. 

16° Le sérum de kala-azar est instable dans l’eau distillée. 
Cette propriété, découverte par Brahmachari, a fourni dans la 
pratique les résultats les plus discordants en J’absence de 
technique précise. L’emploi du photométre de Vernes apporte 
dans la mesure la précision qui manquait. 

17° La réaction de Auricchio et Chieffi n’ajoute & l’eau dis- 
tillée que le peplonate de fer qui, en abaissant le pH de 2 ou 
3 décimales, provoque une plus abondante floculation. 

18° Les alcools éthylique et méthylique précipitent les 
sérums de kala-azar 4 une concentration moindre que celle 
qu’il faut utiliser pour oblenir le méme résultat avec les sérums 
normaux. 

19° Les sérums de kala-azar sont plus sensibles @ l’action du 
phénol que Jes sérums normaux. 

20° La réaction de Caminopetros est due au groupement 
phénolique contenu dans le sulfarsénol ; il en est de méme du 
novarsénobenzol. 

21° Dans les réactions de Chopra ou de Nattan-Larrier, 
ce n’est nullementl’antimoine trivalent ou pentavalent contenu 
dans les corps employés qui réagit, mais trés probablement des 
groupements chimiques simples tels que l’alcool ou le phénol. 

22° Dans les diverses maladies owt la réaction est fondée sur 
une augmentation de la quantité des euglobulines, il faut 
entendre que ce n'est qu'une partie des euglobulines normales 
qui seule s’accroit. 

23° Les euglobulines du sérum ne représentent pas une 
substance homogéne, on peut en séparer de nombreuses frac- 
tions partielles 4 fonctions différenies reposant probablement 
pour chacune sur la présence de divers complexes lipoprotéi- 
niques. 

24° Au cours de diverses maladies, une de ces fractions 
commence a préiominer et détermine la réaction caractéris- 
tique de l'infection. Quand l'augmentation des euglobulines 
devient trop intense, plusieurs fractions entrent en jeu a la fois 
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et renversent la barriére de la spécificité. Toutes les réactions 
commandées par les euglobulines jusqu’alors employées se 


montrent positives. Nous en avons un exemple dans le sérum 
de kala-azar. 


25° Il est évident que les euglobulines totales qu’on extrait 
du sérum tuberculeux ne sont pas identiques a celles qu’on 
retire du sérum paludéen ou du kala-azar; les euglobulines 
pathologiques différent des euglobulines du sérum normal. 
Les fractions caractéristiques & chaque maladie préexistent 
dans le sérum normal, mais en proportion différente de celle 
qu'on trouve dans les sérums pathologiques. 

26° Les méthodes chimiques de dosage que nous possédons 
ne nous permettent pas jusqu’alors de préciser la proportion 
des diverses fractions actives contenues dans un sérum. II ne 
faut donc pas nous étonner que nous ne puissions prévoir com- 
ment ce sérum va se comporter en présence de tel ou tel 
réactif. 
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